Republica Federativa do Brasil
o do Desaols e (RPI 2131)

o do Comérsio Extarior
Institute ezl diay B

1) Pl0619234-3 A2

(22) Data de Deposito: 30/11/2006
(43) Data da Publicacao: 08/11/2011

* B RPIOO®6 19 23 4A2 %

(51) Int.CI.:
GO1N 33/566

(54) Titulo: METODO E APARELHO PARA DETECTAR
ANTIGENO SOLUVEL, METODO E APARELHO PARA
DETECTAR PARTICULA ALVO E METODO PARA
IDENTIFICAR UMA PATOGENIA EM PLANTAS

(30) Prioridade Unionista: 30/11/2005 US 60/741,271

(73) Titular(es): Massachusetts Institute of Technology

(72) Inventor(es): Allan Heff, Bernadette Johnson, Eric
Schwoebel, Frances Nargi, James Harper, Joseph Lacirignola, Kristine
Hogan, Mark Hennessy, Mark Hollis, Martha S. Petrovick, Richard
Mathews, Songeeta Palchaudhuri, Todd Rider, Trina Vian

(74) Procurador(es): Vieira de Mello Advogados

(86) Pedido Internacional: PCT US2006045691 de
30/11/2006

(87) Publicacgao Internacional: wo 2008/048300de
24/04/2008

(67) Resumo: METODO E APARELHO PARA DETECTAR
ANTIGENO SOLUVEL, METODO E APARELHO PARA DETECTAR
PARTICULA ALVO E METODO PARA IDENTIFICAR UMA
PATOGENIA EM PLANTAS. A presente invencgéo refere-se a métodos
para a detecgdo de particulas alvo, tais como patogenias, antigenos
soluveis, acidos nuclélcos, toxinas, produtos quimicos, patogenias de
plantas, patogenias de transmissao sanguinea, bactéria, virus e
similares. A invengdo descreve ainda uma célula emissora que
compreende um receptor, sendo que o receptor pode ser um anticorpo
ou receptor Fc, e uma molécula emissora para detectar uma particula
alvo em uma amostra onde a particula alvo a ser detectada ¢é ligada
por um ou mais receptores a célula emissora. Sdo descritos ainda
aparelhos sensores opticoeletrénicos para detectar uma particula alvo
em uma amostra, incluindo em uma pluralidade de amostras.
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METODO E APARELHO PARA DETECTAR ANTIGENO SOLUVEL, METODO E

APARELHO PARA DETECTAR PARTICULA ALVO E METODO PARA

IDENTIFICAR UMA PATOGENIA EM PLANTAS

PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido é uma continuagdo-em-parte de Pedido U.S.
N°¢ 11/001.583, depositado em 1° de dezembro de 2004, que é
uma continuacao-em-parte do Pedido U.S. N° 10/467.242,
depositado em 16 de Jjaneiro, 2004, que é o Pedido
Internacional em fase Nacional PCT/US02/03606, depositado
em 6 de fevereiro de 2002, publicado em inglés, que
reivindica o beneficio de Pedido Provisério U.S. N°
60/266.977, depositado em 7 de fevereiro de 2001.

Este pedido reivindica igualmente o beneficio do
Pedido Provisdério U.S. N° 60/741, 271, depositado em 30 de
novembro de 2005.

Os ensinamentos inteiros dos Pedidos acima sao
incofporados neste por referéncia.

APOIO GOVERNAMENTAL

Esta invencdo foi feita com fundos de Governo de
contrato N° F19628-00-C-0002 da Forca Aérea dos E.U.A. O
Governo tem determinados direitos sobre a invencédo.
FUNDAMENTOS DA INVENGAO

A necessidade de detectores pequenos, réapidos, e
sensiveis de agentes bioldégicos que sdo capazes de
monitorar um ambiente por periodos de tempo prolongados é
revelada pela proliferacdo de armas bioldégicas e gquimicas,
arma nuclear do fragil ser humano. Sob condig¢des de campo
de batalha, um detector util alertaria rapidamente um

soldado quando um agente bioldgico ou quimico especifico é
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detectado de modo que as medidas defensivas pudessem
rapidamente ser postas em préatica.

Tais detectores poderiam ser igualmente Uteis em
aplicacdes ndo-militares. A' detecgdo rapida de bactérias
resistentes a antibidéticos em um paciente poderia ajudar
clinicos a selecionar um regime terapéutico mais eficaz.
Monitoracdo continua do abastecimento de &gua potavel de
uma cidade poderia prover o aviso prévio de patdgenos
potenciais, dando a oficiais das obras publicas mais tempo
de controlar os riscos para a saude potenciais ao publico.
Além disso, o uso destes detectores na inspecdo das carnes
e das carnes de aves seria uma melhoria significativa sobre
0 atual procedimento de “apalpar-e-cheirar”". Geralmente,
tais detectores s&o aplicagdes analiticas e diagndésticas
bastante necessdrias dentro dos campos da medicina (por
exemplo, medicina veterinaria), agricultura, protecado
ambiental (por exemplo, para diagnosticar a sindrome do
edificio doente), e o processamento ou o regulamentacdo de
produtos alimentares.

Todos os animais vertebrados adquirem uma resposta
imune especifica a um agente externo (antigeno), em parte,
gerando uma diversidade imensa de moléculas do anticorpo.
As moléculas do anticorpo ligam-se ao antigeno com
especificidade elevada, por exemplo, elas podem ligar-se de
modo diferente a duas cepas intimamente relacionadas da
bactéria, do wvirus, da proteina, do &cido nucléico, do
fungo, do protozoario, do parasita multicelular, ou do
prion, assim como os produtos produzidos ou induzidos por

aquelas particulas.
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Os anticorpos s&o produzidos por células B, um
componente crucial do sistema imunolégico. Um antigeno pode
ativar uma célula B ligando os anticorpos em sua
superficie, conduzindo a uma cascata de reacdes bioquimicas
intracelulares que resulta em um influio de ion céalcio no
citosol da célula B.

Para uma revisdo da estrutura e da fun¢do do anticorpo
e da ativagdo da célula B, vide Paul, editor, Fundamental
Immunology, 3% edicg&do, Editora Raven, Nova Iorque (1993).

Os dispositivos que exploram a diversidade do
anticorpo para a detecgdo de particulas ou antigenos alvo
multiplos e raros estdo descritos em Patente U.S. N°.
6.087.114 e em Patente U.S. N° 6.248.542.

Estes dispositivos incluem geralmente um meio liquido
que contém células de sensor (por exemplo, uma célula B, um
macréfago ou um fibroblasto), igualmente referido neste
como células "CANARY" ou células "emissoras"™, um
detector oOtico, e o meio liquido que recebe as particulas
alvo a ser detectadas. Cada uma das »células possui
receptores (por exemplo, anticorpos de cadeia quimérica ou
unica) que sdo expressos em sua superficie e séao
especificos para que o antigeno seja detectado. A ligacéao
do antigeno ao receptor resulta numa série de reacdes
(pathway) de sinalizagdo que envolve as alteracdes quimicas
ou bioquimicas (por exemplo, um aumento na concentracdo do
cdlcio). As células também contém moléculas de emissor (por
exemplo, aequorin ou indo-1l) em seu citosol que pode emitir
féton em resposta a série de reagdes de sinalizacdo (por

exemplo, concentracdo aumentada de calcio no citosol). O
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detector pode ser separado do meio que contém as células
por uma cobertura (por exemplo, vidro) que seja
transparente aos fétons. Tal cobertura pode servir para
suportar o meio, proteger uma supérficie fragil do
detector, ou ser usada como uma lente. O detector ético,
por exemplo, um dispositivo de carga acoplada (CCD) é capaz
de detectar os fétons emitidos das células em resposta a
série de reacdes de sinalizacdo de receptor-mediado e
indicar ao usuario que o antigeno a ser detectado esta
presente. Outros detectores o6ticos que podem ser usados no
dispositivo incluem o©s tubos fotomultiplicadores, os
fotodiodos, dispositivos eletrdnicos para gravar imagens
(imagers) de semicondutor de 6éxido metdlico complementar
(CMOS), fotodiodos da avalanche, e dispositivos de carga
acoplada de imagem intensificada (ICCD) (vide, por exemplo,
aqueles disponiveis do Photek Ltd., East Sussex, Reino
Unido) . Em algumas modalidades, o detector ético é capaz de
distinguir células individuais.

SUMARIO DA INVENGAO

Sdo providos aqui os métodos para a detecgdo de
particulas alvo. Em particular, os métodos sdo providos
para a deteccéao de agentes bioldégicos, patdégenos,
bactérias, virus, antigenos soluveis, toxinas, produtos
quimicos, explosivos, seqiéncias do &cido nucléico (por
exemplo, DNA ou RNA), patdbgenos de planta, patdgenos
transportados pelo sangue, e semelhantes.

Os métodos para detecgdo de particulas alvo incluem a
detecgcdo de particulas alvo em amostras liquidas, em

amostras de aerossol, e em amostras secas.
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Igualmente ¢é provida neste uma célula emissora que
compreende um receptor, em que o receptor pode ser um
anticorpo especifico para um antigeno alvo, um anticorpo
especifico para um alvo geral (por exeniplo, um rétulo tal
como a biotina, ou uma imunoglobulina, é‘semelhantes). Além
disso, o receptor pode ser um receptor Fc.

A célula emissora compreende adicionalmente uma
molécula emissora para a detecgdo de uma particula alvo em
uma amostra em que a ligagdo do receptor a particula alvo
estimula uma resposta da molécula emissora. Em uma
modalidade, o receptor estimula um aumento na concentracéao
intracelular de cdlcio, em que a molécula emissora emite um
féton em resposta ao aumento no célcio intracelular. Em uma
modalidade, a molécula emissora é um aequorin. Em uma outra
modalidade, a molécula emissora é uma molécula de aequorin-
GFP.

Igualmente é provido um dispositivo de sensor
optoeletrdnico para detectar uma particula alvo em uma
pluralidade de amostras usando um detector de féton. Um
dispositivo de sensor optoeletrdnico pode detectar uma
particula alvo em uma amostra liquida. Alternativamente, um
dispositivo de sensor optoeletrdnico pode detectar uma
particula alvo em uma amostra de ar ou de aerossol. Em uma
modalidade, o dispositivo de sensor compreende meios de
centrifugacdo. Em uma outra modalidade, o dispositivo de
sensor nao compreende um meio de centrifugacdo. Em uma
modalidade, e} dispositivo de sensor compreende o
pulverizador de aerossol. Em uma outra modalidade, o

dispositivo de sensor compreende um meio de absorcdo de
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material (wicking). Em uma modalidade adicional, o
dispositivo de sensor compreende um substrato mével. Em uma
modalidade, o dispositivo de sensor compreende um substrato
de pinhead para a capta¢do de particulas alvo.

A detecgdo de uma particula alvo (tal como um antigeno
solavel ou um &cido nucléico) ¢é mediada em parte pela
ligagcdo da particula alvo a um receptor, tanto diretamente
quanto indiretamente, expresso na superficie da célula de
uma célula emissora. A ligagdo direta pode ser via um
receptor, tal como um anticorpo, que se liga diretamente e
especificamente & particula alvo. A 1ligacdo indireta da
particula alvo pode ser através de um receptor Fc que se
ligue a um anticorpo que esteja sendo unido (limite) a
particula alvo.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A patente ou pedido de depdsito contém pelo menos um
desenho executado em cores. As cédpias desta publicacido de
pedido de patente com desenhos coloridos serdo providas
pelo Escritério sob solicitagcdo e pagamento da taxa
necessaria.

A FIGURA 1 é um diagrama esquemdtico do conceito
celular de sensor optoeletrdnico.

A FIGURA 2 é um diagrama esquemdtico que mostra a
arquitetura geral de um sensor optoeletrdénico que possui
uma amostra (trigger) para a percepgdo preliminar dos
agentes suspeitos.

A FIGURA3 é um diagrama esquemdtico que ilustra a
criagdo das linhagens celulares para usSo no SsSensor

optoeletrdnico.
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A FIGURA 4 é um diagrama esquemdtico de um sensor de
alerta de aerossol bioldgico integrado (BAWS) /sistema de
sensor optoeletrdnico.

A FIGURA 5 ilustra a resposta da célula B ao virus da
doenca da febre aftosa no sensor optoeletrdnico.

A FIGURA 6 ilustra um médulo do projétil seco para o
sensor optoeletrdnico.

A FIGURA 7 é um diagrama esquemadtico que ilustra o
efeito da localizacgdo e da mistura.

A FIGURA 8 ilustra o efeito da localizacdo usando
células de tularemia.

A FIGURA 9 ilustra um médulo automatizado da entrega
de célula para o sensor optoeletrénico.

A FIGURA 10 ilustra uma dose resposta relacionada a
uma amostra de células de tularemia usando o sensor
optoeletrbénico.

A FIGURA 11 ilustra a resisténcia de célula B as
contaminacgdes quimica e bioldbgica.

A FIGURA 12 ilustra um mdédulo automatizado de
centrifugacdo para o sensor optoeletrédnico.

A FIGURA 13 é um diagrama esquemdtico que ilustra um
projétil de ar/sensor optoeletrdnico.

A FIGURA 14 é um diagrama esquemdtico que ilustra um
sensor optoeletrdnico.

A FIGURA 15 ilustra um médulo oético-fotomultiplicador
(PMT) para o sensor optoeletrédnico.

A FIGURA 16 €& um diagrama esquematico que ilustra um

projétil de ar/sensor optoeletrdnico.



10

15

20

25

8/272

A FIGURA 17 é um diagrama esquematico que ilustra uma
centrifufa de multicanal no sensor optoeletrdnico.

A FIGURA 18 ¢é um diagrama esquemdtico que ilustra um
conceito de centrifuga/projétil umido no sensor
optoeletrdédnico.

A FIGURA 19 é um diagrama esquemdtico que ilustra um
conceito de centrifuga/projétil umido no sensor
optoeletrdnico.

A FIGURA 20 €& um diagrama esquemdtico de um tubo feito
sob medida para o sensor optoeletrdénico.

A FIGURA 21 ilustra um projétil seco /sensor
optoeletrdnico integrado.

A FIGURA 22 ilustra o efeito de tratamentos da célula
em resposta a células B especificas de Pestis Yersinia
(Peste Negra).

A FIGURA 23 ilustra um projétil configurado para
coletar amostras do aerossol.

A FIGURA 24 é uma vista geral esquemdtica do conceito
fundamentado no sensor "CANARY". As células B.foram
modificadas de modo que elas expressassem aequorin no

interior da célula e nos anticorpos para patdégeno na

superficie da célula. Na presenca do patdgeno, os
anticorpos sofrem uma “reticulagdo” (imobilizado, agregado)
na superficie da célula, estimulando uma cascata da

sinalizacdo que resulta no calcio intracelular aumentado.
Aequorin responde a este aumento no cdlcio intracelular por
oxidacdo de aequorin e emissd8o de luz. A saida de féton

pode ser monitorada usando um PMT.
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A FIGURA 25 é um diagrama esquemdtico de deteccdo de
DNA. Os Oligonucleotideos complementares para seqiiéncias de
DNA alvo e contendo um rétulo de digoxigenina terminal séo
hibridizados para o DNA alvo. Os multiplos
oligonucleotideos de digoxigenina-rotulados se ligam ao
longo da reticulagdo do DNA alvo aos anticorpos de
digoxigenina na superficie da célula de CANARY (célula
emissora), estimulando a emissdo de luz.

As FIGURAS. 26A-C sao graficos. As células de CANARY
(células emissoras) que expressam anticorpos contra a
digoxigenina podem ser estimuladas pelo DNA de digoxigenina
rotulada. As células emissoras que expressam o anticorpo
contra a digoxigenina foram adicionadas aos tubos de
centrifugagcdo que contém 50 pl da concentracdo indicada de
padrdes de DNA de digoxigenina rotulada. O tubo foi
centrifugado momentaneamente para peletizar as células no
fundo do tubo, o mais préximo de PMT, e para a emissdo de
fétons como uma fungdo de tempo gravado. Trés tipos
diferentes de DNA de digoxigenina rotulada foram usados
para estimular as células e cada um foi bem-sucedido com um
grau diferente de sensibilidade. A FIGURA 26A mostra o DNA
plasmideo rotulado densamente com digoxigenina
(aproximadamente 4000 pares base com as 200 moléculas de
digoxigenina unidas) foi detectado com um limite de
deteccdo de aproximadamente 1 ng/ml (50 pg absoluto).

A FIGURA 26B mostra os padrdes de peso molecular do
DNA de varios tamanhos (81-8576 pares base) rotulados de
forma esparsa com digoxigenina (sendo por 200 pares base)

que foram detectados em 1 pg/ml (50 ng absoluto).
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A FIGURA 26C mostra os padrdes de peso molecular do
DNA de varios tamanhos (8-587 pares base) cada um rotulado
com 2 digoxigeninas (um digoxigenina em cada extremidade da
molécula do DNA) que foram detectados em 100 ng/ml (5 ng
absoluto). |

As FIGURAS 27A-B sao graficos. A centrifugacdo das
células pode diminuir a sensibilidade ao antigeno soluvel.
As ceélulas emissoras que expressam o anticorpo contra a
digoxigenina foram adicionadas aos tubos de centrifugagéo
que contém 50 pl da concentrag¢do indicada de DNA plasmideo
de digoxigenina rotulada.

A FIGURA 27A mostra os tubos que foram centrifugados
momentaneamente para peletizar as células no fundo do tubo,
© mais préximo de PMT, e para a emissido de fétons como uma
funcdo de tempo gravado.

A FIGURA 27B mostra que as células e o DNA foram
misturados manualmente e foram colocados sobre o PMT sem
centrifugacao.

A FIGURA 28 €& um grafico. Dois oligonucleotideos
rotulados como DIG complementares (Oligo "3" e Oligo “NEG
3") foram reservados para serem hibridizados sob
circunsténcias experimentais. A amostra foi diluida 1:10
com meio CO2I a um volume total de 100upl, 20ul de células
foram adicionados, e a emissdo de 1luz foi medida. As
células DIG expressam o anticorpo DIG, enquanto as células
de controle n&do o fazem.

A FIGURA 29 é um grafico. A hibridizacido réapida de
Digoxigenina rotulada, oligonucleotideos ssDNA. A

quantidade indicada de oligonucleotideo “NEG3” foi
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adicionada a 8ul da solug¢do de hibridizacdo (50mM de NacCl,
40mM Tris pH 7.5). 1pul de "oligo 3"; foi adicionado,
seguido imediatamente por 90pl de meio CO2I e por 20pl de
células de CANARY Dig. O tubo foi agitado para misturar,
colocado rapidamente no lumindmetro e a saida de luz foi
monitorada. O tempo total entre a adicdo do segundo
oligonucleotideo e a colocacdo no lumindmetro ("0" no eixo
x) foi de aproximadamente 15 segundos.

A FIGURA 30 é um grafico. O DNA de cadeia simples foi
gerado a partir de fago (phagemid) de pBluescript, e
hibridizado para todos os 10 oligonucleotideos Dig
rotulados. Apds a hibridizacdo da reacdo foram diluidos
100pl em CO2I, 20pl de células Dig foram adicionados, e a
emissdo de 1luz foi medida. A razdo molar indicada na
legenda é aquela do oligonucleotideo para o ssDNA alvo. A
razao ideal neste experimento parece estar entre 1:2 e 1:4.

A FIGURA 31 é um grafico que mostra a deteccdo de
Seqliéncia especifica do DNA de cadeia simples. Dez sondas
de oligonucleotideo de digoxigenina rotulada complementares
para a (+) cadeia de fago de pBluescript foram hibridizadas
para a quantidade indicada de DNA fago de cadeia simples.
As células emissoras que expressam o) anticorpo a
digoxigenina foram adicionadas, e a saida de 1luz das
células monitoradas em um tubo fotomultiplicador. Somente
(+) cadeia de fago foi detectada, indicando que a
identificacdo é uma seqiliéncia especifica. Na auséncia de
ponta de sonda de oligonucleotideo, o DNA de cadeia simples
ndo estimulou as células. O 1limite de detecgdo neste

experimento foi de 50 ng.
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As FIGURAS. 32A-B sédo graficos de barra. Efeitos da
temperatura da hibridizagdo na deteccdo do acido nucléico.
O DNA fago de cadeia simples foi hibridizado para as
concentracdes indicadas de sonda em diversas temperaturas,
e o RLU ma&ximo plotado.

A FIGURA 32A ilustra a hibridizagdo em PBS que mostra
um sinal méximo com hibridizacdo em 51°C, mas sinais
similares das amostras hibridizadas em 47°C e 42°C.

A FIGURA 32B ilustra que a hibridizacdo em 42°C exibe
um aumento no sinal dos experimentos usando baixas
concentragbes de sonda de oligonucleotideo, tal que
0.16pmol do oligonucleotideo funcione quase como 0.63pmol,
e o0 sinal de 0.04pmol foi dobrado.

A FIGURA 33 ¢ um diagrama esquematico da estratégia
para a sedimentacdo de DNA. Os oligonucleotideos captados
sdo wunidos a superficie de uma particula sedimentavel.
Estes oligonucleotideos 1ligam-se a uma regido separada
daquela a que os oligonucleotideos Dig se ligam. NA alvo
liga-se aos oligonucleotideos de captacgéao, e
oligonucleotideos de digoxigenina rotulada ligam-se ao
alvo. O complexo inteiro é sedimentado pela centrifugacgéo
(ou campo magnético), e detectado pelas células emissoras
que expressam O anticorpo contra a Digoxigenina.

A FIGURA 34 é um grafico. A Sedimentacdo do DNA alvo
melhora a sensibilidade. As microesferas (beads) de
Estreptavidina conjugada foram saturados com biotina de
oligonucleotideo de captagdo rotulado e o excesso de
oligonucleotideo foi removido por 1lavagem. O ssDNA do

pBluescript (+ cadeia) foi incubado com as microesferas por
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5 minutos a 47°C e lavado. Os oligonucleotideos rotulados
de detecgao Dig foram adicionados, hibridizados por 20
minutos a 47°C, e o excesso removido por lavagem. As
microesferas foram ressuspensos em 200 pl de CO2I, e 40 pl
usado em cada ensaio.

A FIGURA 35 é um diagrama de barra. O ssDNA do fago do
pPBS foi incubado com limite de oligonucleotideo de biotina
rotulada as microesferas de poliestireno de estreptavidina
revestida e oligonucleotideos de digoxigenina rotulada por
20 minutos a 47°C nas concentracdes indicadas de reagente
de blogqueio. O 1limite da microesfera alvo rotulado de
digoxigenina foi lavado 3 vezes em TBS (50 mM Tris, 130 mM
NacCl) na temperatura ambiente. As microesferas foram
ressuspensas no meio C021, as células emissoras
adicionadas, e a reacdo agitada em movimento circular e
saida de luz monitorada por um lumindémetro.

As FIGURAS.36A-C sdo graficos. A FIGURA 36A mostra as
células de U937 exibindo um aumento na equacdo Fcy RI
quando tratadas com o IFNy. A equag¢do relativa de FcyRI nas
células U937 tratadas com o IFNy (200 ng/ml, pico'verde
aberto) ou nado tratadas (pico roxo sélido) foi medida pela
imunofluorescéncia.

A FIGURA 36B mostra as células U937 que expressam a
proteina funcional de aequorin. As células U937
transferidas com a proteina aequorin luminescente sensivel
a calcio emitem luz quando tratadas com o ionomicina
(50 M) .

A FIGURA 36 C mostra que a luz é detectada apds o

ligagcd&o cruzada dos receptores Fc nas células U937 com
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expressdao estavel de aequorin. As células U937 foram pré-
incubadas com 10ug/ml de IgG humano, a seguir foram lavadas
e tratadas com o IgG anti-humano de cabra (Fab2').

As FIGURAS. 37A-D s&o graficos. As células U937 podem
ser projetadas rapidamente para responder a diversos
patébgenos ou simulacdes diferentes. As células U937 foram
tratadas durante 24 horas com IFNy (200ng/ml) para aumentar
a equacao de enddgeno FcyRI, e preparadas para o ensaio de
CANARY. As células foram incubadas entdo com os seguintes
anticorpos: A FIGURA 37 A mostra esporo anthracis do
camundongo anti-B, a FIGURA 37B mostra o esporo anthracis
do coelho anti-B policlonal, a FIGURA 37C mostra um
camundongo anti-F. tularensis, ou a FIGURA 37D mostra um
camundongo anti-B sobrenadante de hybridoma subtilis. As
células foram usadas entdo no ensaio de CANARY padrdo onde
elas foram detectadas com pelo menos 1000cfu de esporo de
B. anthracis com o anticorpo monoclonal e 10.00 cfu dos
esporos de coelho policlonal, assim como esporos de 10.000
cfu de F. tularensis e 1.000cfu de B. subtilis.

As FIGURAS. 38A-C s&ao graficos. As células U937 que
foram rapidamente projetadas sao especificas, e a
especificidade é determinada pelo anticorpo. A FIGURA 38A
mostra as células de U937 incubadas com os anticorpos de
camundongo anti-F. tularensis que ndo responderam a esporos
B anthracis de 10°cfu, mas fizeram 106cfu de F. tularensis.
A FIGURA 38B mostra as células carregadas com anticorpos de
esporos anti-B anthracis de camundongo que ndo responderam
ao F. tularensis, mas fizeram 10° cfu dos esporos B.

anthracis. A FIGURA 38C ilustra as células que néao
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mostraram nenhuma resposta ao F. tularensis de 10%fu na
auséncia do anticorpo anti-F. tularensis [10°cfu F.t.
(nenhum auséncia)].

A FIGURA 39 é uma ilustracdo de um sensor de 16
canais. Um sensor foi projetado para que permitisse a
medigdo simultédnea de 16 amostras usando um Unico canal de
recolhimento de 1luz. O sensor consiste em um rotor que
prende dezesseis tubos de 1.5ml horizontalmente,
distribuidos igualmente sobre sua circunferéncia, e
acionado por um motor de velocidade varidvel sobre um eixo
vertical. Um uUnico elemento de detecgdo de féton fixo (por
exemplo, um PMT) é posicionado no plano do rotor apenas
além do percurso dos tubos durante a rotacao. Desta
maneira, cada um dos tubos & trazido seqlencialmente e
repetitivamente para bem préximo ao PMT, permitindo que sua
saida de luz seja amostrada em cada passagem. Finalmente,
um interruptor o6tico que consiste em uma fonte 6tica (um
LED infravermelho) e um detector (um fototransistor) sé&o
usados para controlar a contagem de fétons detectados e da
reorganizacao dos dados em 16 campos, cada um associado com
uma amostra especifica.

FIGURA 40 ¢é um grafico. Os dados do sensor de 16
canais demonstram um LOD idéntico aquele obtido em um
instrumento de Gnico canal, salvo que 16 amostras sé&o
medidas simultaneamente. Uma Unica medida consiste nas
seguintes etapas: preparar 16 amostras (e/ou controles) nos
tubos individuais de 1.5ml, introduzindo um percentual das
células emissoras em cada um dos tubos, instalando os tubos

dentro do rotor situado em um caixa preta, colocando as
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células emissoras no fundo dos tubos usando em um curto
intervalo de tempo (5 segundos) uma centrifuga giratéria em
RCF elevado (~2000 g), reduzindo a velogidade do rotor a 60
RPM para a duracgdo da medicdo (cada thbo gque esta sendo
amostrado uma vez a cada segundo), e gerando uma série
cronoldégica de acumulos de féton para cada amostra para
expor e/ou entrar em um computador algoritimos para a
avaliacao.

A FIGURA 41 é uma ilustragdo de um projeto do sensor
portatil de 16 canais.

A FIGURA 42 €& uma ilustragdo de uma entrega de célula
emissora e coleta de aerossol integrado de Dica CANARY.

A FIGURA 43 é uma ilustragdo de uma representacdo do
médulo de coleta de aerossol com bico de colisdo e tubo
transparente.

A FIGURA 44 é uma ilustracdo de um mdédulo de entrega
de célula emissora com sistema de entrega de valvula.

A FIGURA 45 ¢é uma vista geral de um sensor de 16
canais e resulta no uso dos mesmos.

A FIGURA 46 €& uma vista geral da deteccdo de toxinas.

A FIGURA 47 é uma vista geral de uma célula de sensor
dque expressa O aequorin e um receptor generalizado do
anticorpo.

A FIGURA 48 é um diagrama esquemdtico para a deteccdo
de antigenos soluveis, monoméricos: estratégia 1. Uma Unica
célula emissora é projetada para expressar dois anticorpos
diferentes contra dois epitopos diferentes no mesmo,

antigeno monomérico. A presenga de antigeno realiza a
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ligagdao cruzada dos anticorpos, estimulando a célula
emissora para emitir a luz.

A FIGURA 49 é um grafico que apresenta os resultados
de uma linhagem celular que expressa/ anticorpos contra
tanto a B. anthracis.quanto aos Y. Pestis que foi
administrada com cada B. anthracis e Y. pestis. Esta
linhagem celular clonal pode detectar ndoc m,enos que 50cfu
tanto de B. anthracis quanto de Y. pestis, indicando que
ambos locais de ligagdo de antigeno de ambos os anticorpos
sdo expressos e funcionais.

A FIGURA 50 é diagrama esquematico da estratégia para
a detecgdo de proteinas soluveis. Um antigeno composto de
dois ou mais epitopos é detectado usando dois anticorpos,
um limite as microesferas (ou alguma sustentacdo que ligue
aos anticorpos miltiplos) e o segundo anticorpo é expresso
pela célula emissora. O antigeno é incubado com a
microesfera de anticorpo coberto, adornando sua superficie
com antigenos multiplos. A microesfera é apresentada a eles
pela célula emissora. Pelo motivo do antigeno sofrer
ligagdo cruzada através da microesfera, os anticorpos da
célula emissora sofrem ligacdo cruzada e a emissdo de luz é
estimulada.

A FIGURA 51 é um grafico que apresenta os resultados
do anticorpo 6E 10-10, que sofre ligacdo cruzada junto as
microesferas magnéticas de proteina G, que foi incubado com
uma quantidade de variag¢des de BoNT/A Hc por 3 horas a 4°C.
As microesferas foram lavados com meio de CO,I trés vezes.
As células emissoras que expressam O anticorpo 6B2-2 foram

adicionadas, a reagao foi agitada em circulos por 5
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segundos, e a saida de luz foi monitorada em um
lumindémetro.

A FIGURA 52 é um diagrama esquematico da deteccdo de
um produto quimico. Um peptideo é isolaéo para que se ligue
especificamente ao produto quimico de interesse, e um
anticorpo é gerado para que se ligue especificamente ao
complexo de peptideo do produto quimico. Caso o peptideo do
produto quimico forme um epitopo funcional simples, um
epitopo adicional pode ser incorporado aentro do peptideo.
Como mostrado, este epitopo é uma molécula de digoxigenina,
mas qualquer o epitopo especifico seria suficiente. Na
presenca do produto quimico, o complexo de peptideo de
produto quimico compreenderia dois locais de ligacdo de
anticorpo, e poderia ser detectado de uma maneira similar
como toxinas da proteina.

A FIGURA 53 é um diagrama esquemdtico que apresenta um
método alternativo para detectar um produto quimico. Dois
peptideos sdo isolados para que se liguem ao tandem para o
produto quimico de interesse. A ligagido destes peptideos
poderia ser detectada pela geracdo de anticorpos contra
cada complexo do peptideo do produto quimico, ou
identificando os peptideos com os locais de 1ligacdo do
anticorpo como mostrado.

A FIGURA 54 & um diagrama esquemdtico de um outro
método alternativo para detectar um produto quimico. Um
peptideo que se liga a dois produtos quimicos de interesse
€ preparado para gque forme um complexo de dimero de
peptideo de produto quimico. Um anticorpo é preparado para

que se ligue especificamente ao complexo de dimero doe
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peptideo do produto. Um anticorpo é preparado para que se
ligue especificamente complexo de dimero de peptideo de
produto quimico. O complexo de dimero de peptideo de
produto quimico pode conter dois locais de ligacdo de
anticorpo suficientes para estimular células emissoras a
aumentar o calcio intracelular, desse modo resultando em
emissdo de féton pela molécula emissora.

A FIGURA 55 é um grafico. Digoxigenina de
oligonucleotideos rotulados que foi adicionada ao RNA no
tampao de hibridizacdo (40 mM Tris, 130 mM NaCl, 10 mM DTT,
RNasin Plus) e incubado por 2 minutos em 47°C. O meio de
CO2I e as células foram adicionados, o tubo foi agitado em
circulos por 5 segundos, e a saida de luz foi monitorada em
um PMT. O limite de detecgdo neste ensaio foi de 20ng. A
falta da resposta ao RNA controlador (oposto & cadeia)
indica que o ensaio é uma seqiiéncia especifica.

A FIGURA 56 é um diagrama esquemdtico. Os antigenos,
incluindo toxinas, podem ser compreendidos de 2 ou mais
epitopos. Uma célula de CANARY expressa tipicamente um
unico anticorpo contra o epitopo alvo. No pior caso, o
cendrio do antigeno pode estar presente na forma
monomérica. Enquanto o anticorpo na célula de CANARY for
capaz de se ligar ao antigeno monomérico, os anticorpos néao
sofreram ligagdo cruzada e nenhuma luz é emitida.

A FIGURA 57 é um diagrama esquemdtico. Deteccdo da
toxina soluvel que simula CANARY. O anticorpo monoclonal
contra um epitopo na proteina de BoNT/A Hc (6E10-10) foi
produzido a partir dos hibridomas, e conjugado a proteina-G

revestida de microesferas magnéticos. Em adicdo a estes
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microesferas para solugdo gque contém BoNT/A, se revestira
as microesferas com as cépias multiplas de antigeno
imobilizado, que podem estimular as células de CANARY que
expressam anticorpo contra um epitopo nao-sobreposto
(nonoverlapping) . :

A FIGURA 58 é um grafico. As microesferas A-revestidas
de proteina foram conjugados ao anticorpo de 6E10-10, e
estas microesferas foram adicionadas a BoNT/A Hc diluidos
no meio de CO2I. O tubo foi posto em rotacdo por 2 minutos,
as células de CANARY que expressam o anticorpo 6B2-2 foram
adicionadas, e a mistura girou em circulos por 5 segundos.
A saida de luz foi monitorada usando um PMT.

A FIGURA 59 ¢é um diagrama de barra. Efeito de
armazenamento congelado na solubilidade e na antigenicidade
de BoNT Hc. 400ng/ml de BoNT Hc foram usados para
administrar o ensaio de CANARY baseado em microesfera. O
antigeno fresco d& uma resposta 35 vezes sobre fundo. Os
agentes congelado e descongelado dao a resposta
ligeiramente reduzida, e centrifugando este material
congelado-descongelado diminui-se significativamente a
resposta, indicando a geragdo de agregados durante o
processo congelamento-descongelamento. Um segundo lote de
BoNT Hc proveniente da mesma companhia que mostra menos
reatividade, indicando uma variacdo significativa lote-a-
lote no antigeno.

A FIGURA 60 é um grafico. A deteccdo de BoNT/A Hc em
Produtos do Sangue. A CANARY é capaz de detectar BoNT/A
soluvel Hc em produtos do sangue. BoNT/A Hc (400 ng/ml **)

dopado (spiked) em CO2I e incubado com as microesferas por
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12 minutos, produz um sinal forte. Todo o sangue
introduzido com BoONT/A Hc, antes da remocdo do material
celular, ¢é detectado igualmente por CANARY. BoNT/A Hc
introduzido no plasma apds a remocdo das células sangliineas
(preparados como descritos em outra barte) igualmente
produz uma resposta significativa estatisticamente. **
Observe que estes ensaios de BoNT/A Hc congelado e
descongelado testados, assim que a sensibilidade aparente
apresentada ¢ afetada adversamente pela perda de antigeno
agregado durante o armazenamento.

A FIGURA 61 é um grafico. A detecgd3o de BoNT/A Hc em
urina. Nenhuma preparagcdo da amostra foi exigida para a
detecgcdo de BONT/A em amostras de urina. As microesferas
foram adicionadas diretamente a urina dopada com 400 ng/ml
** BONT/A Hc, incubada por 12 minutos, e as microesferas
removidas magneticamente. Os meios foram adicionados aas
microesferas, seguidos por células de CANARY, e a amostra
foi agitada em circulos por 5 segundos. Duas das trés
amostras de urina dopada mostram o sinal significativo,
enquanto o sinal proveniente da terceira amostra for baixo.
Urina controlada, que ndo foi dopada com BoNT/A Hc antes da
adigdo da microesfera, ndoc d& sinal, indicando que os
stimuladores n&o especificos ndo estdo presentes. **
Observe que estes ensaios usaram BoNT/A Hc congelado e
descongelado, assim gue a sensibilidade aparente
apresentada ¢é afetada adversamente pela perda de antigeno
agregado perdido durante o armazenamento.

A FIGURA 62 é um diagrama esquemdtico. Um procedimento

alternado da preparagdo da amostra é usado para as amostras
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derivadas dos chumagos (swabs) nasais. A preparacdo da
amostra exige o préprio chumagco, um cesto (basket) que
contém um filtro de 5 microns integral, e o tubo de ensaio.
O chumago & coletado, a haste do chuma¢d é posta para fora,
e a cabegca do chumacgo é colocada no cesto do filtro. O meio
de CO2I ¢é adicionado ao chumaco, e ao conjunto tampado e
centrifugado. As microesferas sdo adicionadas ao filtrado e
ao ensaio realizado sem modificacdo adicional.

A FIGURA 63 é um grafico. Os chumacos nasais foram
coletados como descrito, colocados no cesto do filtro, e
meios CO2I dopados com BoNT/A Hc em 400 ng/ml ** foram
adicionados. A amostra foi filtrada, as microesferas
adicionadas, e foram analisadas. A resposta contra a estas
amostras dopadas foram similares as respostas contra os
chumagos de controle, em que nenhum "material" nasal
estivesse presente, indicando que as secrecdes nasais
preparadas desse modo ndo contém inibidores. Chumacos
nasais a que somente CO2I foi adicionado mostraram nenhuma
resposta, indicando que os chumagcos nasais ndo contém
qualquer estimulador n&o especifico do ensaio. ** Observe
que estes ensaios testaram BoNT/A Hc congelado e
descongelado, assim que a sensibilidade aparente
apresentada é afetada adversamente pela perda de antigeno
agregado durante o armazenamento.

A FIGURA 64 ¢é um diagrama de barra. A deteccdo da
toxina em liquidos diferentes. BoNT/A Hc foi introduzido em
cada solugdo as concentrag¢des indicadas. Para 10ul dessa
solugcdo foram adicinados 1.4pl da solucdo que contém 560 mM

NaCl, 1,4 M Hepes pH 7,9, e as microesferas 6E10-10
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paramagnéticos conjugados. A amostra foi agitada em
circulos por 12 minutos, 190ul do meio de ensaio
adicionado, e as microesferas capturadas magneticamente (30
segundos). O material ndo limitado foi descartado, e as
microesferas perfaziam 50pl do meio de ensaio. 20ul de
células de CANARY gque expressam o anticorpo contra o
epitopo 6B2-2 foram adicionados, o tubo foi girado em
circulos por 5 segundos, e colocado em um lumindémetro. Os
magnitudees s&do da saida de pico de l;z (fétons/segundo)
dividida pela saida luz de células de CANARY no meio sem
antigeno (barra vermelha, 0 ng/ml). O procedimento de
lavagem remove os estimuladores ndo especificos, como
indicado pelas respostas similares das células as
microesferas incubadas em matrizes diferentes sem adicdo do
antigeno. O ensaio de CANARY detecta o antigeno introduzido
no sumo de laranja (barra verde) e no PBT/triton (barra
azul claro) assim como na solucdo de controle (meio de
ensaio) (barra vermelha), com um LOD de 80 ng/ml. A
sensibilidade no leite (barra azul escuro) é inibida por
mais do que 5 vezes.

A FIGURA 65 é um grafico. O ensaio de CANARY detecta a
neurotoxina botulinum de Tipo A. O meio do A. CO0O2I foi
dopado com as concentracdes indicadas de toxina botulinum.
As microesferas 6E10-10 foram adicionadas e incubadas por 2
minutos. As células de CANARY que expressam o anticorpo
6B2-2 foram adicionadas, a mistura foi girada por 5
segundos, e a saida luz monitorada. As amostras que contém
160pg de toxina (16 ng/ml) estimularam as células para mais

do que 10 vezes sobre fundo. As amostras que contém 32pg da
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toxina (3.2 ng/ml) estimula células a mais do que 3 vezes
sobre fundo.

A FIGURA 66 €& um grafico. O meio CO2I foi dopado com
as concentracdes indicadas de toxina botulinum. As
microesferas da proteina G conjugadas ao anticorpo S25
foram adicionadas e incubadas por 2 minutos. As células de
CANARY que expressam o anticorpo Raz foram adicionadas, a
mistura foi girada por 5 segundos, e a saida de luz
monitorada.

A FIGURA 67 € um grafico. Todo o sangue foi dopado a
concentragcdo indicada de BoNT/A. As células sangiliineas
foram removidas por centrifugacio, e as microesferas
magnéticas de anticorpo revestido oE" 10-10 foram
adicionadas a 10ul de plasma resultante. A amostra foi
girada por 2 minutos, 190ml do meio adicionados, e o tubo
colocado em uma cremalheira magnética por 20 segundos. Os
meios e o plasma foram aspirados, o tubo foi removido do
imad, e 50pl de meio CO2I foi adicionado. As células de
CANARY foram colocadas no tampo do tubo e a amostra foi
girada por 5 segundos para iniciar o contato da célula de
microesfera, o tubo foi colocado no lumindémetro e a saida
de luz foi monitorada.

A FIGURA 68 é um grafico. As microesferas de
Estreptavidina revestidos foram limitados ao anticorpo de
6E10-10 que tiverem sido biotinilados com biotina de sulfo-
NHS, biotina de sulfo- NHS- LC- ou biotina de sulfo-NHS-LC-
LC. As microesferas foram adicionadas a solucdo que contém
800 ng/ml BoNT/A Hc, e incubadas por 2 minutos. As células

de CANARY 6B2-2 foram adicionadas, o tubo foi girado por 5
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segundos, e a saida de luz monitorada. A biotina unida pelo
péndulo mais 1longo do espacador (LCLC) dando um sinal
ligeiramente melhor.

A  FIGURA 69 ¢é um grafico. O ,anticorpo 6E10-10
Biotinilado que 1liga-se as microesferas revestidas de
estreptavidina foi adicionado as concentracdes indicadas de
BoNT/A e girado por 15 minutos & temperatura ambiente. As
células de CANARY 6B2-2 foram adicionadas, o tubo foi
girado por 5 segundos, e a saida de luz monitorada em um
PMT.

A FIGURA 70 é um grafico. Estreptavidina de
microesferas magnéticos revestidos foi 1limitada a uma
mistura do anticorpo 6C2-4 e 6E10-10 biotinilado. As
microesferas foram adicionadas as concentracdes indicadas
de BoNT/A e giradas por 15 minutos a temperatura ambiente.
As células de CANARY 6B2-2 foram adicionadas, o tubo foi
girado por 5 segundos, e a saida de luz monitorada em um
PMT.

A FIGURA 71 ¢é um grafico. As microesferas foram
diluidas 10 vezes provenientes da concentracio padrdo. 100
microlitros de 0.32 ng/ml de BoNT/A em CO2I na concentracio
indicada foram adicionados, e o tubo foi rodado durante a
noite a temperatura ambiente. As células de CANARY 6B2-2
foram adicionadas, o tubo foi girado por 5 segundos, e a
saida de luz monitorada em um PMT.

A FIGURA 72 é um diagrama esquematico.

A FIGURA 73 é uma série de graficos que demonstram as
células U937 pode ser preparado para detectar diversos

patdégenos diferentes.
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A FIGURA 74 é um par de graficos que demonstram que as
células aequorin U937 carregadas tanto com o anticorpo
monoclonal como com o anticorpo policlonal podem detectar o
esporo de B. anthracis |

A FIGURA 75 é um sumario da linhagem celular
receptora/universal Fc.

A FIGURA 76 é um sumario de um protocolo experimental
para células para preparacdo/carregamento U937.

A FIGURA 77 é um sumario do protocolo para um ensaio
da célula receptora Fc.

A FIGURA 78 & um sumdrio de modalidades alternativas.

A FIGURA 79 é um sumdrio de modalidades alternativas.

A FIGURA 80 €& uma série de graficos e de um diagrama
de barra que demonstram um deslocamento na emissdo de luz
para aequorin com EGFP.

A FIGURA 81 & uma série de graficos de andlise de FACS
que demonstram a detecg¢do de fluorescéncia EGFP de
moléculas emissoras aequorin-GFP.

A FIGURA 82 é um par de gréaficos que demonstram a
detecgcdo do deslocamento do comprimento de onda do
aequorin-EGFP pelo espectrofotdmetro.

A FIGURA 83 é um grafico que demonstra a funcdo de
clones de M12g3R EGFP-aequorin similarmente as células
unicas de aequorin M12g3R.

A FIGURA 84 é uma série de graficos que demonstram a
detecgcdo do esporo pelo aequorin U937 e pelas células de
U937 EGFP-aequorin.

A FIGURA 85 é uma série de graficos que demonstram a

fluorescéncia de células de CANARY estimuladas.
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A FIGURA 86 é um diagrama esquemdtico da deteccdo de
sinal multiplexado.

A FIGURA 87 é um diagrama esquemdtico das células de
CANARY que tém cores de emissdo diferentes.

A FIGURA 88 é um diagrama esquemdtico de uma
estratégia doe clonagem para EGFP-aequorin.

A FIGURA 89 é um diagrama esquemdtico da producdo de
células de CANARY patdégeno-especifico.

A FIGURA 90 é um diagrama esquematico de células de
CANARY universais.

A FIGURA 91 é um esbogo dos exemplos das modalidades
da invencéao.

A FIGURA 92 é um diagrama esquemdtico para produzir
células de CANARY universais.

A FIGURA 93 é um diagrama esquemdtico da producdo de
uma linhagem celular macrofagica universal.

A FIGURA 94 ¢é um diagrama esquemdtico da sinalizacao
do receptor Fc e da producdo de uma célula de sensor
universal.

A FIGURA 95 é um diagrama esquemdtico de uma linhagem
celular universal anti-Ig (antiimunoglobulina).

A FIGURA 96 € um diagrama esquemdtico de comparacdo.

A FIGURA 97 é um sumdrio do diagrama esquemdtico de
células de CANARY universais.

A FIGURA 98 €& um esbogco de células de receptor Fc
universal.

A FIGURA 99 é um esbo¢o de modalidades da deteccdo de

toxina.
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A FIGURA 100 ¢é um grafico que demonstra a detecgdo do
Ralstonia solanacearum no extrato de gerédnio como descrita
neste.

A FIGURA 101 é uma série de fotogréfias que ilustram o
tecido de geré&nio sendo processado para a deteccao do
patdgeno.

A FIGURA 102 é um grafico que demonstra a detecgdo do
potivirus BYMV usando o método da unido da microesfera como
descrito neste.

A FIGURA 103 é uma série de fotografias que ilustram
uma modalidade do aparelho para a deteccdo dos patdgenos
carregados pelo sangue em uma amostra de sangue e um
grafico gque demonstra os resultados da deteccdo do
patdgeno.

A FIGURA 104 é um diagrama esquemdtico que ilustra
componentes da invencdo descrita neste.

A FIGURA 105 é um grafico que demonstra a detecgdo do
patdgeno em uma amostra de sangue.

A FIGURA 106 é& um grafico. Padrdo Ba com entrega da
célula 20y1. 50¥1 das amostras Ba preparadas no meio CO2
(I) e testadas com células B 20¥1. Os resultados indicam o
fundo baixo e um LOD de 50 cfu Ba (n=2).

A FIGURA. 107 é um grafico. Pulverizador da célula B
Ba. 50ul de amostras Ba foram preparados em meio CO2 (I) e
testados com numero de variagdo de pulverizadores de célula
B. Os resultados indicam o fundo aumentado com os 2
pulverizadores comparados & entrega da c¢élula 20ul. O
numero de pulverizadores ndo afetou a intensidade maxima

com os 50.000 cfu Ba (n=1).
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A FIGURA. 108 é um grafico. Os padrdes Ba com 1 -
pulverizador de entrega de célula. 50ul de amostras Ba
foram preparados em meio CO2 (I) e testados com um
pulverizador de células B. Os resultados indicam fundos
similares com a entrega da célula 20ul e o LOD de 5.000cfu.
50 e 500cfu Ba mostraram a possibilidade de 50% da deteccao
(n=2).

A FIGURA. 109 é um grafico. Padrdo Ba: deteccdo de Ba
500cfu com 20ul de células B. 50ul de amostras Ba com
500cfu Ba foi preparado em meio CO2 (I) e testado com 20ul
de células B. Detecgdo de 100% dos resultados de 500cfu
mesmo com fundo mais alto do que visto normalmente (n=3).

A FIGURA 110 é um grafico. Pulverizador da célula B
Ba: deteccdo de Ba 500cfu Ba com 1 - pulverizador de célula
B. 50ul de amostras Ba com os 500cfu Ba foi preparado em
meio CO2 (I) e testado com 1 pulverizador de células B. Os
resultados indicam a deteccdo -de 50% de 500cfu e de um
fundo 2-3x mais alto (n=14).

FIGURA 111 é um grafico. Pulverizador da célula B Ba:
detecgdo de Ba 500cfu com 1 - pulverizador de células B e
nenhum enrolamento. 50ul de amostras Ba com Ba 500cfu foram
preparados em meio CO2 (I) e testado com 1 pulverizador de
células B. As amostras n&do foram giradas por 5 segundos
antes de ler. Os resultados ndo indicam célula & interacdo
do agente tendo por resultado a detecgcdo de 0% 500cfu Ba
(n=3) .

A FIGURA. 112 é um grafico. Pulverizador da célula B

YP: detecgdo de 500cfu Yp com 20ul de células B. 50ul de
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amostras YP com o 500cfu Yp foi preparado em meio CO2 (I) e
testado com 20ul de células B. Os resultados indicam um

fundo e 100% da detecgdo de 500cfu Yp (n=4).
;

A FIGURA. 113 é um grafico. Pulverizador da célula B
YP: deteccdo 500cfu Yp com 1 - pulverizador de células B.
50ul de amostras YP com YP 500cfu foi preparado em meio COZ2
(I) e testado com 1 pulverizador de células B. Os
resultados indicam um fundo ligeiramente aumentado com a
detecgdo de 100% de YP 500cfu (n=8).

A FIGURA 114 é um grafico. Padrdo YP: detecgcado de Ba
500cfu com 20ul de células B. 50ul de amostras Yp com
500cfu Yp foi preparado em meio CO2 (i) e testado com
células B de 20ul. Deteccdo de 100% dos resultados de
500cfu com um fundo tipico (n=7).

A FIGURA. 115 é um grafico. Pulverizador da célula B
YP: 500cfu da deteccdo de YP seco com células B de 20ul.
5ul de amostras Yp com 500cfu de Yp foram preparados em
dH20 , seco durante a noite, e testado com células B DE
20ul. Os resultados indicam a detecgcdo de 100% de YP de
500cfu (n=10).

A FIGURA. 116 é um grafico. Pulverizador da célula B
YP: 500cfu da detecgdo de YP seco com 1 - pulverizador de
células B. 5ul de amostras Yp com YP de 500cfu foram
preparados em dH20, seco durante a noite, e testado com 1 -
pulverizador de células B. Os resultados indicam um fundo
mais alto, mas a deteccdo de 100% de 500cfu de Yp (n=1 0).

A FIGURA. 117 é uma representagdo esquemdtica de um

experimento de colisdo de célula B.
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A FIGURA. 118 & uma representacdo esquemdtica de um
aparelho de aspiracéo.

A FIGURA. 119 é uma representagdo esquemdtica da
aspiracdo baseada no principio Bernoulli.

A FIGURA. 120 é uma representagido esquematica de uma

modalidade da invencédo.

A FIGURA. 121 é um par de fotografias que ilustram um
sensor de 16 canais portateis da presente invencdo. O
sensor consiste em um rotor que contém tubos de ensaio na
posigdo horizontal, distribuidos igualmente sobre sua
circunferéncia, e conduzido por um motor de velocidade
variidvel sobre um eixo vertical. Um udUnico elemento de
detecgdo de féton fixo, neste caso um PMT, é posicionado no
plano do rotor muito além do percurso dos tubos durante a
rotagédo. Desta maneira, <cada um dos tubos se mostra
seqiencialmente e repetidamente bem préximos ao PMT,
permitindo gque sua saida de luz seja amostrada em cada
passagem. Finalmente, um interruptor o6tico que consiste em
uma fonte oética (um LED infravermelho) e um detector (um
fototransistor) s&o usados para controlar a contagem de
fétons detectados e a reorganizacdo dos dados em 16 campos,
cada um associado com uma amostra especifica.

A FIGURA. 122 é um diagrama esquematico de possiveis

métodos para coletar o antigeno suspeito na superficie de

amostra: (a) colisd3o de ar; (b) coleta eletrostatica; (c)
coleta eletroforética de uma amostra liquida; (d) coleta de
2 partes de uma amostra liquida: incubag¢do com as

microesferas magnéticas funcionalizadas que capturam o
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antigeno; captacao das microesferas por atragao no campo
magnético ndo-uniforme do pino (pin) magnetizado (neste
caso, usando uma ponta afiada, mais exatamente a ‘cabega’ ,
pode ser desejavel, porque a forga* nas microesferas

magnéticas é relacionada as ndo-uniformidades no campo

magnético).
FIGURAS 123 (a) - (c) s&o diagramas esquematicos:
FIGURA 123 (a) € um ‘pino reto’; com as particulas

coletadas na cabega; FIGURA 123 (b) reticulacdo do tubo de
amostra com meio e células-B CANARY estabelecidas; FIG. 123
(c) é& um pino invertido no tubo de B-célula, iniciando a
resposta luminosa.

A FIGURA. 124 é um grafico de curvas da dose resposta
de substrato de pinhead para os esporos BS secos em cima de
substratos de pinhead e introduzidos (em segundos 0) em um
tubo de 200pl que contém 50ul de células sensiveis a Bs
estabelecidas (por centrifugacgdo). As concentragdes da
preparacdo do esporo BS sd8o mostradas na legenda. A
resposta a um pino preparado com 107/ml de YP é mostrada
como um controle negativo e uma indicacdo de uma falta da
reatividade cruzada.

A FIGURA. 125 é um grafico de resposta de célula B BS
aos esporos eletrostaticamente coletados BS. Um potencial
de 5.5Kv foi colocado através do pino oposto (como na
FIGURA 122 (b)). As concentracdes de esporos BS que variam
de 100-370 ACPLA (agente gque contém particulas por litro do
ar) foram fluidizadas em pasta pelos pinos em uma taxa de

21/min para variagdo de periodos de tempo. Uma correlagdo
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aproximada entre o tempo da coleta e a resposta da célula B
foi observada.

A FIGURA. 126 é um grafico. Modalidade de “substrato
de pinhead” magnético. As particulas do bacillus-subtilis
foram secas em cima da cabegca de um pino (simulando a
colisdo de ar ou o produto de algum outro método de coleta
localizada apropriado) e colocadas a seguir em um ligquido
contendo células B rotuladas magneticamente. O pino foi
magnetizado para atrair células B aos esporos sSecos e
colocado em um lumindmetro.

FIGURA 127 (a)-(b) sd&o graficos de uma Comparacao
entre o padrao, ensaio de CANARY centrifugo e ensaio de
microesfera magnética dupla. A FIGURA 127 (a) mostra Y.
Pestis em um ensaio de CANARY padrdo e a FIGURA 127 (b)
mostra Y. Pestis em um ensaio de microesfera magnética
dupla. As microesferas magnéticas especificas para Y.
pestis foram misturadas com uma série de diluicgdes de
agente Y. pestis por 5 minutos. Apds os 5 minutos as
microesferas magnéticas foram puxadas para o fundo do tubo
de ensaio Jjunto com qualquer limite Y. pestis, e o
sobrenadante foi removido. As células B rotuladas
magnéticas a seguir foram adicionadas a amostra e puxadas
em direcdo ao fundo do tubo.

A FIGURA 128 é um diagrama esquemdtico. O principio de
capta¢d@o da amostra em um formato de corrente lateral. A
amostra ¢é adicionada ao enchimento (pad) da amostra
(2001l1), que por sua vez satura o enchimento e flui em
diregcdo a membrana da captagdo (membrana de O0.2um). As

células B (50ul) sao adicionadas entd3o ao enchimento de
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amostra e lentamente conduzidas por materiais absorventes
(wick) em direcdo a membrana de captagdo onde encontram o
antigeno capturado e emitem fétons. ;

A FIGURA 129 é uma fotografia de ﬁm formato de ensaio
de corrente lateral portatil. Uma amostra de microesferas
coloridas (lum de diémetro) foi colocada em cima do
enchimento da amostra e permitiu a condugdo por canais
(wicked up) até a membrana de captacdo demonstrar a zona de
captagcdo do agente. O tamanho total &€ 1 in. x 0.25 in.

A FIGURA 130 é uma série de graficos que demonstram os
resultados do ensaio de corrente lateral: (a) E. Coli em um
ensaio de CANARY padrédo, (b) E. Coli de ensaio de corrente
lateral que mostra um LOD de 5000 particulas por amostra ‘de
200ml, (c)B. anthracis em um ensaio de CANARY padrdo, e (d)
B. anthracis em um ensaio de corrente lateral que mostra um
LOD de 5000 particulas por a amostra de 200ml.

A FIGURA 131 é um diagrama esquemdtico das modalidades
de um sensor biocaerossol CANARY automatizado.

A FIGURA 132 é um par de fotografias que ilustram um
disca CANARY integrado da presente invencdo. O disco de
sensor biocaerossol CANARY automatizado realiza a coleta do
aerossol e armazenamento da célula B CANARY e funcgdes de
entrega. Para a comparagdo do tamanho, um disco compacto
(CD) é mostrado.

A FIGURA 133 é uma série de fotografias que ilustram a
coleta de detalhes do disco de sensor biocaerossol CANARY
automatizado.

A FIGURA 134 é uma série de ilustracgdes que demonstram

a otimizagd@o da coleta de aerossol do disco de sensor
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biocaerossol CANARY automatizado. Uma pluralidade de
geometrias do projétil foi projetada e testada usando-se
CFD (Dindmica Fluida Computacional) a modelagem e o
desempenho foram verificados de modor experimental pela
coleta de esferas fluorescentes sob forma de aerossol de
luym de poliestireno como as particulas modelo. Todas as
geometrias testadas demonstraram a coleta e as geometrias
funcionais mais simples que foram identificadas e usadas em
um desenvolvimento adicional. Outras geometrias testadas
mostraram as propriedades Uteilis que incluem a focalizagdo e
a redirecionamento da particula gque podem ser uteis no
desenvolvimento das geometrias do projétil novo capazes de
produzir densidades de particula mais altas relativas a
geometrias padréao.

A FIGURA 135 é uma série de fotografias da entrega de
célula de disco de sensor bioaerossol CANARY automatizada -
Modalidade Tampa Viscosa. Nesta modalidade, uma camara ¢é
formada com volume suficiente para conter células B CANARY
para um ensaio simples em uma configuracdo que possa ser
selada no plano do disco por uma tampa feita com uma alta
viscosidade, uma lubrificagdo ou um gel compativel a célula
(por exemplo, lubrificagdo de silicone, ou uma geléia de
petrdleo). A geometria das paredes onde as tampas viscosas
s8o inseridas no disco estd projetada para confinar a tampa
e manté-la estdvel durante o transporte e a manipulacé&o,
mas liberar a tampa quando a forca centrifuga suficiente é
aplicada durante um breve enrolamento de modo que as
células sejam liberadas para se moverem automaticamente

para o local da analise. O gel pode ser selecionado para
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ser mais ou menos denso do que o meio aguoso que contém as
células B CANARY. Caso sua densidade seja maior do que esta
do meio celular B (por exemplo, lubrificacdo de silicone) a
tampa viscosa se estabelecera no fundd do ligquido em uma
regido definida do disco longe do local da analise CANARY.
Caso a densidade do gel seja menos do que esta do meio
celular B (por exemplo, lubrificacdo de silicone) a tampa
viscosa se estabelecerd na parte superior do reagente
CANARY e poderad ser usado para formar a um selo acima do
local da reacgdo para estabilizd&-lo para o armazenamento e o
transporte a um laboratério para um teste confirmativo
adicional.

A FIGURA 136 ¢é um diagrama esquemé&tico que ilustra a
entrega de célula de sensor bicaerossol CANARY automatizado
— Modalidade de Blister de Rompivel. Este em armazenamenta
CANARY da célula B da modalidade os compartimentos para
cada local da anélise s&o construidos na tampa do disco
usando materiais e métodos desempacotamento tradicionais. A
forma e a espessura das bolhas serdo projetadas permitir a
pressao localizada aplicada a parte superior do disco para
romper o lado das bolhas que enfrentam os locais do ensaio
para permitir as células B da CANARY de ser entregue ao
local do ensaio com uma breve rotacdo. O disco conteré
caracteristicas para suportar uniformemente a bolha nos
lados longe do local da reacdo e para focalizar a forga
aplicada em uma &rea especifica para prever a entrega
ligquida reprodutivel. O cartd3o da bolha gque incorpora os
blisters terd aberturas como mostrado para prever a relacgao

apropriada com o ar de diregcdo maltiplo corra através do
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disco para a coleta do aerossol, e o cartao inteiro serao
selados ao disco para fornecer a separagdo entre cada um
dos canais individuais da analise.

A FIGURA. 136 é um diagrama esquémético gque ilustra
entrega de célula do sensor biocaerossol CANARY automatizada
- Modalidade de Blister de Rompivel. Nesta modalidade os
compartimentos de armazenamento de célula B CANARY para
cada local da analise s&o construidos no tampo (lid) do
disco usando materiais e métodos de empacotamento de
blisters tradicionais. A forma e a espessura dos blisters
serdo projetadas para permitir a ©pressdo localizada
aplicada a parte superior do disco para romper o lado dos
blisters gque enfrentam os locais do ensaio para permitir
que as células B CANARY sejam entregues ao local do ensaio
com um breve enrolamento. O disco conterd& caracteristicas
para suportar uniformemente o blister nos lados distantes
do local da reacdo e para focalizar a forca aplicada em uma
adrea especifica para prover a entrega liquida reprodutivel.
O cartdo de blister que incorpora os blisters terd
aberturas como mostrado para prover a interface apropriada
com a corrente de ar direcionada maltiplas vezes através do
disco para a coleta de aerossol, e o cartdo inteiro serédo
selados ao disco para prover a separacgao entre cada um dos
canais individuais de analise.

A FIGURA. 137 é um grafico. Resultados de colisdo de
Esporo de Bacillus Subtilis do disco PANTHER. As particulas
de Bacillus subtilis (agente 200 que contém particulas por
litro do ar, ou ACPLA) colidiram em um disco de teste para

um minuto, usando uma cdmara de aerossol e um nebulizador
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de Coliséao. Os canais de teste subseqlientes foram
sujeitados as células B tanto especificas (grafico) quanto
ndo-reativas (linhagem celular Yersinia pestis) para
Bacillus subtilis. Nenhum sinal foi obéervado em linhagem
ndo-reativa (Yersinia pestis).

A FIGURA. 138 é um sumario da tecnologia CANARY.

A FIGURA. 139 é um sumario de 1linhagens celulares
patdégeno-detectado.

A FIGURA. 140 ¢é um sumdario de células de CANARY
universais para detectar doencas emergentes.

A FIGURA. 141 é um diagrama esquematico de um ensaio
de CANARY para amostras liquidas e secas.

A FIGURA. 142 é um exemplo de um ensaio de CANARY de
uma amostra liqﬁida.

A FIGURA. 143 é um diagrama esquemdtico de deteccgdo de
toxina usando a tecnologia CANARY descrita neste.

A FIGURA. 144 ¢é um exemplo de deteccdo CANARY de
toxina Botulinum usando a captacdo de microesfera como
descrita neste.

A FIGURA. 145 é um sumario de um ensaio de CANARY para
os patdgenos carregados por sangue.

A FIGURA. 146 é um sumdrio de um estudo de Chlamydia
usando a tecnologia CANARY.

A FIGURA. 147 é um sumario da tecnologia CANARY
aplicado aos patdgenos agriculturais.

A FIGURA. 148 ¢é um exemplo de deteccdo CANARY de
patdgenos de planta.

A FIGURA. 149 é um par de fotografias de um sensor

CANARY de 16 canais portéateis.
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A FIGURA. 150 & uma ilustragdo de um bancada de provas
(testbed) CANARY de Biocaerossol automatizado (BCAN).

A FIGURA. 151 €& uma ilustragéol de analisador de
patdébgeno para evitar liberacgdes ambientéis (PANTHER) .

A FIGURA. 152 é uma ilustracdo de um desenvolvimento
de disco da PANTHER integrado.

A FIGURA. 153 é um sumario da tecnologia CANARY.

A FIGURA. 154 ¢é um sumario de detecgdo CANARY da
toxina Botulinum.

A FIGURA. 155 é um sumdrio do desempenho do sensor
biocaerossol CANARY.

A FIGURA. 156 é um sumdrio da extracdo do wvirus do
tecido de planta.

As FIGURAS 157A e B ilustram a detecgdo do virus de
planta usanda CANARY. A FIGURA 157A ilustra a preparag¢do da
amostra.

A FIGURA 157B representa graficamente os resultados.

A FIGURA. 158 é graficos dos resultados da detecgdo de
BoNT/A na urina. Nenhuma preparagdo da amostra foi
requerida para a detecgdo de BoNT/A em amostras de urina.
As microesferas conjugadas ao anticorpo 6E10-10 foram
adicionados diretamente a urina dopada com o BoNT/A ativo,
incubado por 15 minutos, e as microesferas lavadas. Os
meios foram adicionados as microesferas, seguidos por
células de CANARY, e a amostra girou por 5 segundos. O
limite de detecg&o era 16 ng/ml, aproximadamente 5 vezes
mais alto do gue BoNT/A diluida diretamente no meio do
ensaio. Urina de controle (control urine) (0 ng/ml), gue

ndo foi dopada <com BoNT/A Hc antes da adigdo da
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microesfera, ndo d& nenhum sinal, indicando que todos os
estimuladores ndo especificos foram removidos.

A FIGURA. 159 é graficos dos resultados da detecgdo de
BoNT/A Hc no sangue. A CANARY é capaz de detectar BoNT/A
solivel Hc em produtos do sangue. BoNT/A foi dopado no
sangue inteiro e no plasma preparado como descrito em outra
parte (vide secgdo Fran na preparacdo da amostra de sangue).
As microesferas de Proteina G revestidas por anticorpo
©6E10-10 foram adicionadas ao plasma, incubadas por 2
minutos, lavadas dentro do meio e analisadas usando as
células 6B2-2. O 1limite de detecgcdo para BoNT/A neste
ensaio foi de 16 ng/ml.

A FIGURA. 160 é graficos dos resultados dos efeitos de
adicionar NaCl, Tween-20, e Triton X-100 ao plasma. A
adicdo de NaCl (concentracdo final de 0.5M) produziu a
melhoria mais substancial na amplitude do sinal, 1700 RLU a
4800 RLU. A adigdo de Tween era ineficaz, mas a adicdo de
Triton melhorou o sinal de forma periférica a 2700 RLU.
Combinar o sal com o detergente melhorou o sinal comparado
ao detergente sozinho, mas ndo em niveis acima daqueles
conseguidos com o sal sozinho.

A FIGURA. 161 é graficos dos resultados de BoNT/A (5

fmoles 800pg) e BoONT/A complexo (5 fmoles = 5 ng)
incubado por 20 minutos com o anticorpo 6E10-10 limitado
pelas microesferas de estreptavidina. As células 6B2-2
foram adicionadas e a saida de 1luz foi monitorada.

Respostas similares vindas do ensaio de CANARY das

quantidades equimolares de ambas as preparacdes indicam que
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as proteinas complexas ndo afetam o anticorpo que liga a
BoNT/A.

A FIGURA. 162 é graficos dos resultados da deteccgdo de
BoNT/A no meio do controle. As micréesferas magnéticas
revestidas com o anticorpo de 6E10-10 foram adicionadas aos
meios dopados com as concentracdes indicadas de BoNT/A. A
amostra foi rodada por 2 minutos para permitir a toxina se
ligar as microesferas. As células de CANARY 6B2-2 foram
adicionadas, a mistura foi girada por 5 segundos e a
emissdo de luz monitorada. As amostras que contém 160pg de
BoNT/A (16 ng/ml) de sinais produzidos 6 vezes sobre fundo

A FIGURA 163 é um diagrama de barra. As quantidades
iguais de varios materiais radioldégicos que cobrem todos os
trés tipos do emissor (alfa, beta, e gama) foram
analisadas. A resposta de CANARY é comparada favoravelmente
a um instrumento comercial com base laboratorial.

A FIGURA 164 é um diagrama esquemdtico de deteccédo
quimica por células de CANARY. Conceitualmente, a deteccédo
dos produtos quimicos, tais como agentes de guerra
bioldgica (guerra bioldégica), por CANARY é muito similar a
detecgdo de toxinas da proteina. As proteinas de ligacgdo
periplasmaticas (PBPs) s&o unidas & superficie de uma
microesfera. A presenca do produto quimico alvo converte o
PBP de uma forma que seja reconhecido por anticorpos na
superficie da célula de CANARY, estimulando desse modo a
emissao de luz.

A FIGURA 165 é um grafico. Os pontos de dados
representam a eficiéncia média medida a partir de 6

rotagdes de colisdo com as esferas polidispersas de latex
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poliestireno que sofreu aerossol com o gerador Pitt. Um
medidor de particula simples dos APS foi comutado entre a
entrada e a saida do projétil. A linha vermelha cheia é um
ajuste exponencial aos dados calculados .a média entre 0,7 e
1,5um. Acima de 2um, os numeros de resultados calculados
transformam-se menos confidveis devido ao resultado de
aerossolizagdo mais baixa (e conseqglientemente contagens de
particula baixa) para estas particulas maiores no gerador
Pitt.

AS FIGURAS. 166A e B ilustram o método e os resultados
da identificacdo seca dos esporos do Bacillus subtilis.
Como mostrado no diagrama esquemdtico do protocolo de
ensaio seco (A FIGURA 166A), as células B especificas para
B. subtilis sdo adicionadas e breve centrifugacdo conduz as
células para o local de coleta situado no fundo do tubo de
amostra. As demonstracdes da especificidade no ensaio seco
formatam (A FIGURA 166B): Curva azul: B. subtilis colidido
dentro dos tubos de amostra e detectado com células contra
B. subtilis demonstra a habilidade de CANARY de detectar
amostras colididas. Controles negativos: respostas da linha
base foram observadas para a exposicdo de células B.
subtilis a V. cholerae secos {(curva Cinza), contaminadores
de ar colididos em um tubo vazio na auséncia de patdgeno
(curva Vermelha), e quando as células contra Yersinia
pestis foram expostas a esporos de B. subtilis de colisdo a
seco (curva Preta).

A FIGURA 167 ilustra o carreador de BCAN para coleta

de biocaerossol automatizada e a andlise CANARY.
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A FIGURA 168 ilustra um disca CANARY (CD) projetado
integrar a coleta de aerossol e a entrega da célula B.

A FIGURA 169 1ilustra a representacdo do mdéddulo de
coleta de aerossol com bico de colisdo e o tubo
transparente.

A FIGURA 170 ilustra um mdédulo- CANARY de entrega de
célula B com sistema de entrega de valvula.

A FIGURA 171 ilustra um biossensor automatizado TCAN-2
com a tampa opaca removida.

A FIGURA 172 ilustra uma modalidade da invencdo. O
disco PANTHER (deixado) é a ferramenta de andlise CANARY e
uma amostra de bioaerossol independentes que pode ser
carregada como um CD dentro do sensor CUB PANTHER portatil
(centro) ou finalmente dentro de um sensor de identificacdo
e detecgdo de ponto automatizado de resultado maximo.

As FIGURAS 173A e B s&o diagramas esquemdticos de uma
modalidade da invencdo como descrito neste.

A FIGURA 174 é um diagrama esquemdtico adicional de
uma modalidade da invencdo.

A FIGURA 175 é um diagrama de barra gque ilustra a
razdo entre a taxa de corrente e o tamanho das particulas
que sado transportadas eficazmente através do disco e
direcionadas para impactar na superficie da coleta do
dispositivo descrito neste.

A FIGURA 176 ilustra uma modalidade da invencéo.

A FIGURA 177 ilustra um equipamento de sensor compacto
que processa automaticamente os discos CANARY ilustrados.

A FIGURA 178 ilustra os componentes do nucleo de um

dispositiva CANARY descrito neste.
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A FIGURA 179 é um grafico das caracteristicas de
desempenho do sensor do CUB. Sinais tipicos provenientes da
analise do CUB de aerossdis de esporo de Bacillus subtilis.

A FIGURA 180 ilustra modalidades diferentes da
invencéo. '

A FIGURA 181 é uma ilustracdo esquemidtica de conceitos
positivos e negativos de dieletroforese.

A FIGURA 182 é um processo de fabricacdo para chips de
teste de DEP.

As FIGURAS 183A e B ilustram (a) projeto basico de
chip de DEP, consistindo nos eletrodos de pelicula fina de
tungsténio interdigitado em um substrato de quartzo, (b)
uma tabela de combina¢des de comprimento de linhas e
espacamentos.

A FIGURA 184 ¢ um diagrama esquemdtico do principio de
captacao da amostra no formato de corrente lateral. A
amostra & adicionada ao enchimento da amostra (~200ul), que
por sua vez satura o enchimento e flui em direcdo a
membrana de captacgdo (membrana de 0.2um). As células B
(50nl) sdo adicionadas entdo ao enchimento de amostra e
lentamente ao material absorvente em direcdo & membrana da
captacdo onde eles encontram o antigeno capturado e emitem
fétons.

A FIGURA 185 é uma fotografia de um formato de ensaio
de corrente lateral portdtil. Uma amostra de microesferas
coloridas (lum de did&metro) foi colocada na almofada de
amostra e material absorvente até ser permitido que a
membrana de captagdo demonstre a zona de captacdo do

agente. O tamanho total é 1 polegada x 0.25 polegada.
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As FIGURAS. 186A-D sao graficos de resultados de
ensaio de corfente lateral: A FIGURA 186A: E. Coli em um
ensaio de CANARY padrao, FIGURA 186B:'ensaio de corrente
lateral de E. Coli que mostra um LOD de/SOOO particulas por
amostra de 200 ml, FIGURA 186C: B. Anthracis em um ensaio
de CANARY padrdo, e FIGURA 186D: B. anthracis em um ensaio
de corrente lateral que mostra um LOD de 5000 particulas
por amostra de 200ml.

As FIGURAS. 187A e B séao gréficoé de uma comparacgdo
entre o padrdo, ensaio de CANARY centrifugo e ensaio de
microesfera magnética dupla. (a) Y. pestis em um ensaio de
CANARY padrédo e (b) Y. pestis em um ensaio de microesfera
magnética dupla. As microesferas magnéticas especificas
para Y. pestis foram misturadas com uma série de diluicgdes
de agente de Y. pestis por 5 Minutos. Apds 5 minutos as
microesferas magnéticas foram puxadas para o fundo do tubo
de ensaio junto com todos os limites de Y. pestis, e o
sobrenadante foi removido. As células B magneticamente
rotuladas entdo foram adicionadas a amostra e puxadas para
baixo para o fundo do tubo.

A FIGURA 188 é um diagrama esquemadtico de um cartucho
de sensor portatil, (a) cartucho com o chuma¢o magnético na
posicdo armazenada, (b) chumago retirado do cartucho, (c)
chumaco de modo operacional, com: 1 - aperto, 2 - luva
protetora (retirada), 3 - eixo, 4 - ponta magnética. (d)
Chumaco pronto para a insercgdo a posigdo lida, (e) cartucho
com o chumag¢o na posicdo lida: 5 - a céapsula da B-célula
girou no lugar para receber a ponta magnética, 6 - emissao

do féton através do furo na parte inferior do cartucho.
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A FIGURA. 188 & um diagrama esquematico de um cartucho
de sensor portatil, (a) cartucho com chumago magnético na
posigcdo armazenada, (b) chumaco retirado a partir do
cartucho, (c¢) chumago pronto para uso, com: 1 - alicate, 2
- luva protetora (retirada), 3 - eixo, 4 - ponta magnética.
(d) Chumacgo pronto para a inserg¢do para posicdo lida, (e)
cartucho com chumaco na posicdo lida: 5 - capsula de célula
B rodou dentro do lugar para receber a ponta magnética, 6 -
emissdo de féton através do furo no fundo do cartucho.

A FIGURA 189 é um par de diagramas esquemdticos de um
projeto de sensor CANARY portdtil. Este projeto reorienta o
PMT de modo que se direcione diretamente no fundo do tubo
de ensaio, onde a coleta de células de CANARY para a coleta
maxima de sinal. O mecanismo de insercdoc da amostra foi
projetado para operar via um mecanismo deslizante que
permitisse a operacdo facil, distadncia minima entre a
amostra e o PMT, e da protegdo do PMT a partir da 1luz
ambiental durante a etapa da carga de amostra para
minimizar o ruido do instrumento durante a saida de
impulsos magnéticos (readout). A macaneta da porta estava
projetada para incorporar um imd forte de terra rara para a
manipulagdo de amostra, e um receptor de tubo para prender
O tubo em posigdo perto do imd@ enquanto estas manipulagdes
forem realizadas.

A FIGURA. 190 ¢é uma série de fotografias de um
protétipo de sensor CANARY portatil. O PMT tem um catodo
bialcalino com uma taxa de sensibilidade espectral eficaz
de 300-650 nm. E operado na modalidade de coidentificador

de féton e os sinais sdo gravados e podem ser transferidos
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para um laptop via um RS-232, tampa de 9 pinos para uma
andlise adicional. A unidade portatil tem a opg¢do de ficar
em rotagdo por até 8 horas wusando as Dbaterias NiCd
recarregdveis construidas dentro do sensor ou ficar em
rotagdo indefinidamente quando unida/ a uma fonte de
poténcia 12-V (igualmente usada para recarregar o pacote de
bateria interno)
DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A invencado descrita neste prové métodos para detectar
antigenos soluveis. Por exemplo, o antigeno soluvel pode
ser uma proteina soluvel ou um produto quimico. Em uma
modalidade, os antigenos soluveis compreendem somente um ou
dois epitopos antigénicos. A deteccdo de antigenos soluveis
usando um anticorpo expresso na superficie de uma célula,
por meio do gqual a ligagdo do anticorpo ao antigeno provoca
um aumento na concentragdo de calcio que estimula por sua
vez uma molécula emissora para se emitir um féton em
resposta ao aumento no cdlcio intracelular dependendo da
habilidade do antigeno para reticular (ou agregado,
imobilizando, desse modo, o anticorpo na superficie da
célula) os anticorpos na superficie da célula, estimulando
desse modo um aumento no calcio intracelular. Um antigeno
solivel pode ser incapaz em reticular os anticorpos
expressos na superficie de uma célula, e é conseqlientemente
incapaz em estimular um aumento no calcio intracelular. Sé&o
descritos neste os métodos para detectar um antigeno
soluvel, em que a reticulagao dos anticorpos é conseguida
pelos métodos descritos, que estimulam um aumento no calcio

intracelular e causam a emissdo de um féton a partir de uma
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molécula emissora que responda ao aumento na concentragao
de céalcio.

Os antigenos e os produtos quimicos soluveis de
interesse a serem detectados incluem uﬁa grande variedade
de agentes. Por exemplo, e sem limitagdo, os métodos da
invencdo descrita aqui podem ser usados para detectar
toxinas de proteina tais como toxinas Botulinum, serdétipos
A, B, C, D, E, F, G, enterotoxina-B de estafilococos (SEB)
e o0s outros superantigenos, ricina, toxina da cogqueluche,
toxina de Shiga, conotoxinas, tdxinas do épsilon de
perfringenos de Clostridium, Shiga semelhante a ribossomo
que desativa proteinas, outros produtos bacterianos
soluveis, tais como o antigeno Fl1l de Y. pestis, antigeno
protetor, fator 1letal, fator de edema de B. anthracis.
Outras moléculas de interesse na detecgdo incluem o quorum
bacteriano sensivel a moléculas, por exemplo, lactona de
homoserina. Exemplos de agentes de guerra quimica, ou seus
produtos de decomposicdo depois que a hidrdélise puder ser

detectada usando os métodos descritos neste inclui, sem

limitacé&o, cianido (Acido Hidrocié&nico), fosfogénio
(dicloreto carbdbnico), CK (cloreto de cianogénio), CL
(Cloro), CX (dicloreto de Carbonimidico, hidrdéxi), DP

(Acido de Carbonocloridico, éster do triclorometil), GA,

Tabun (4cido Dimetilfosforamidocianidico, éster etilico),

GB, acido de sarin ) Metilfosfonofluoridico, (1 -
metiletil) éster), GD, Soman (acido Metilfosfonofluoridico,
éster 1,2,2-trimetilpropila), GF (Acido

Metilfosfonofluoridico, éster de <cicloexila), mostarda

(1,1’ - Tiobis [2 - cloroetano]}), HN-I, mostarda de



10

15

20

25

49/272

nitrogénio (2-Cloro-N- (2-cloroetil)-N-etiletanamina), HN-
2, mostarda de nitrogénio (2-Cloro-N- (2-cloroetil)-N-
metiletanamina), Lewsite ({(2-Cloroetenila) dicloreto

arsonous), PFIB (1,1,3,3,3-pentaflbor-2-trifluormetil-1-

propeno), Trifosgénio (acido carbbnico, éster
triclorometila), V-géas (acido Metilfosfonotidico, S-[2
(dietilamino) etil] O-2-metilpropil éster), VX (&cido

Metilfosfonotidico, S- [2 [bis (1- metiletil) amino] etil]
O-etil éster]), componentes binarios de VX ( O~
2diisopropilaminoetil metilfosfonito e Enxofre),
componentes bindrios de GD (Metilfosfonil difloreto (DF) e
uma mistura do &lcool pinacolila e de uma amina,
componentes bindrios de GB (Metilfosfonil difloreto (DF) e
uma mistura (OPA) de alcool 1isopropila e de amina
isopropila. Adicionalmente, outros produtos gquimicos
produzidos biologicamente podem igualmente ser detectados
pelos métodos da presente invencdo, incluindo Micotoxinas,
particularmente tricoteceno micotoxinas (T2), grupo Diverso
de Diacetoxiscirpenol, Saxitoxina, ou os outros produtos do
dinoflagelado, Microcistinas (varios tipos), Palitoxina,
Satratoxina H, aflatoxinas, e Tetrodotoxina.

As proteinas adicionais de interesse para serem
detectadas incluem, APP (Amildéide Precursor de Proteinas)
prion proteinas associadas com o CJD, BSE, Scrapie, Kuru, e
PSA (antigeno especifico de ©préstata). Além disso, a
detecgcdo de antigenos ou de produtos quimicos soluaveis
apropriados €& util em uma variedade de aplicacdes, tais
como aplicag¢des clinicas, por exemplo, funcdo de tirdide,

funcao adrenal, metabolismo do 0sso, fertilidade,
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infertilidade, deficiéncia de IVF, na gravidez, no
crescimento e no horménio do crescimento, diabetes,
hematologia, funcdo cardiaca, céancer, alergia, doencgas
auto-imunes, monitoramento terapéutico éa droga, drogas de
abuso, pesquisa de aplicagdes de imunoensaio, proteinas
geneticamente projetadas, residuo da droga do leite, funcgao
de figado, administracdo de antibidéticos e de sintese de
antibidéticos. Os antigenos soluveis apropriados para a
andlise nestas aplicag¢des séo conhecidos por aqueles da
versados na técnica (vide, por exemplo, O manual de
Imuncensaio™ (The Immumoassay Handbook") (segunda edigdo),
David Wild, ed. Nature Publishing Group 2001. NY NY).

A presente invencdo também prové a detecgdo e a
identificagdo de seqiéncias especificas de &cido nucléico
(NA) . Em uma modalidade, os antigenos s&o unidos ao NA alvo
usando sondas de oligonucleotideo. Estas sondas envolvem
seqiéncias especificas do NA com antigenos. Este antigeno
envolvido (igualmente referido neste como antigeno-
conjugado) oligonucleotideo é capaz de estimular as células
emissoras que expressam anticorpo contra esse antigeno.
Sonda livre, caso presente, é monomérica, e
conseqgientemente ndo estimula células emissoras. Do mesmo
modo, a ligacdao de fundo do oligonucleotideo rotulado para
locais nao especificos no NA nao estimularad
significativamente as células emissoras, porque os
antigenos que resultam destes eventos de ligacdo de fundo
raro serdao muito dispersos para realizar reticulacéo

eficazmente em anticorpos.
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A escolha do antigeno depende de muitos fatores,
incluindo a disponibilidade e as <caracteristicas de
anticorpos correspondentes, a auséncia de antigenos de
reagentes cruzados nas amostras a sé;em testadas, e a
solubilidade, a estabilidade, e o custo do conjugado de
antigeno-oligonucleotideo, como serd compreendido por um
versado na técnica. Como usado aqui, um oligonucleotideo
pode ser DNA, RNA, o &acido nucléico peptidico (PNA), acidos
nucléicos fechados, ou qualquer variedade de acido nucléico
substitutos modificados que se especializaram e de
caracteristicas originais como é conhecido na técnica.
Adicionalmente, a adicdo de aminocacidos catidnicos (no
peptideo ou na forma de proteina) a tais sondas pode
aumentar as taxas de hibridizacd&o. Caso desejado, aqueles
peptideos/proteinas catidnicos poderiam servir de dupla
fungdo como o antigeno detectado pela célula emissora.
Conseqlientemente, em uma modalidade da invencdo, um sistema
de detecgdo de Baseado nas células emissoras gque tém um ou
mais anticorpos em sua superficie e que compreendem um
composto (uma molécula emissora) gque emite um féton através
da estimulacdo por antigenos que sdo multiméricos devido a
presenca de NA alvo, em particular, emissdo de fdéton ¢é
estimulada por um aumento na concentracdo intracelular do
calcio.

Igualmente provido na invencdo aqui descrita ¢é uma
célula de sensor que detecta uma particula alvo gue esta
ligada por um ou mais anticorpos. Especificamente, células
de sensor compreendem uma molécula emissora e um receptor

Fc que se liga a um anticorpo que seja ligado ao agente ou
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a particula alvo. Em uma modalidade, a célula de sensor que
compreende um receptor Fc é uma célula do macrofagica, tal
como a linhagem celular humana U937 do macrdéfago. Outras
células ou linhagens celulares apropriadas serdo conhecidas
para aqueles versados na técnica. Os receptores Fc s&o uma
familia de proteinas de membranas expressas que se ligam
aos anticorpos ou aos complexos imunes. S3do exXpressos em
diversas células hematopoiéticas gque incluem mondcitos e
macréfagos. Diversas subclasses de receptores Fc existem
incluindo Receptor gama Fc I (FcyRI), um ligante de alta
afinidade de anticorpo soluvel. Fcyl se liga a regido
constante (porg¢do Fc) de imunoglobulina G (IgG) gque sai da
regido de 1ligacdo de antigeno do anticorpo livre. A
reticulagcdo do receptor Fc ligado a anticorpo inicia por
antigeno especifico uma reacdo de sinalizacd3o que estimula
a liberacdo de calcio. Conseqientemente, a reticulacdo do
receptor Fc na célula de sensor resulta em um aumento na
concentragcdo intracelular de cdlcio e a molécula emissora
emite, desse modo, um féton em resposta ao aumento na
concentracdo do calcio.

Igualmente é provido na invencdo descrita aqui um
Sensor de 16 Canais. Em sua forma mais simples, um ensaio
de célula emissora consiste em preparar uma amostra em um
tubo transparente, introduzindo uma porcentagem de células
emissoras especialmente preparadas dentro do tubo,
conduzindo as células emissoras ao fundo do tubo usando um
enrolamento centrifugo rdpido e medindo a saida de luz do
tubo com um sensor de contagem de féton. No laboratdrio, a

maioria dos ensajios da célula emissora sdo feitos



10

15

20

25

53/272

seqiencialmente, uma amostra de cada vez; no instrumento
BAWS/CANARY automatizado, gquatro amostras sdo medidas
simultaneamente, cada amostra que tem seu préprio canal de
recolhimento de luz. O sistema anterior requer mais tempo,
enquanto o Ultimo requer um hardware mais complexo (e mais
onerosa) .

Uma abordagem diferente que reduza o momento de medir
amostras multiplas (ao manter as exigéncias minimas de
hardware) é descrita neste. Um sensor foi projetado a fim
de permitir a medig¢do simultédnea de uma pluralidade de
amostras usando um uUnico canal de recolhimento de luz. O
sensor consiste em um rotor que retém dezesseis tubos de
1.5ml1 horizontalmente, distribuidos igualmente sobre sua
circunferéncia, e conduzido por um motor de velocidade
varidvel sobre um eixo vertical (FIG. 39). Um 1unico
elemento de deteccgdo de féton fixo (por exemplo, um PMT) é
posicionado no plano do rotor um pouco além do percurso dos
tubos durante a rotagdo. Neste projeto, cada um dos tubos é
trazido seqliencialmente e repetitivamente a grande
proximidade do elemento de deteccido de fdéton, permitindo
que sua saida de 1luz seja amostrada em cada passagem.
Finalmente, um interruptor &ético que consiste em uma fonte
o6tica (um LED infravermelho) e um detector (um
fototransistor) s&o usados para controlar a contagem de
fétons detectados e da reorganizacdo dos dados dentro dos
16 campos, cada um associado com uma amostra especifica.

Uma implementacg&o adicional deste projeto de 16 canais
€ referida como um sensor de TCAN. O biossensor TCAN

(CANARY-desencadeado) é um biossensor automatizado que
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combina tanto a coleta de aerossol quanto a entrega liquida
da célula emissora em um formato de disco radial integrado.
O disca CANARY TCAN (CD) (FIG. 42) realiza interface com um
conjunto multiforme que divida um fluxo de ar em canais
separados. O conjunto de coleta de aerxossol (FIG. 43) usa
técnicas de colisdo seca para localizar entd@o particulas do
fluxo de ar no fundo dos tubos pléasticos desobstruidos.

Apds a colisdo de particulas de aerossol, as
interfaces de CD com o conjunto multiforme atuam em
valvulas localizadas no disco. ] disco é girado
rapidamente, gque por sua vez faz com que o liquido de
célula emissora seja entregue aos tubos individuais usando
a forca centrifuga (FIG. 44). Um detector otico é usado
entdo para identificar os bioagentes potenciais baseados na
saida do foéton das células emissoras que interagem com as
particulas do aerossol. Este processo de coleta do aerossol
e de entrega da célula emissora pode ser repetido diversas
vezes em um disco. Esta caracteristica permite gque os
maltiplos ensaios de célula emissora sejam realizados apds
diversos eventos de trigger sem mudar o CD.

Os materiais e os procedimentos apropriados para O uso
na invencdo sdo descritos em um detalhe adicional abaixo.

CELULAS EMISSORAS

As células emissoras (também referida neste como uma
célula de sensor ou uma célula de CANARY) podem ser toda a
célula procaridética ou eucaridtica que tiver um receptor
apropriado, sinalizando o percurso, e o método de saida de
sinal, naturalmente, através da engenharia genética, ou

através da adigdo quimica. A célula pode ser uma unidade
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artificial ou extinta provida contanto que ela tem um
receptor funcional, sinalizando o percurso, e o método de
saida de sinal. Sobre a ligacdo de receptor de antigeno,
como aos anticorpos, a célula mobilf;a ions do célcio
dentro do citossol. Um exemplo de uma célula util no
dispositivo e nos métodos da invencdo é uma célula B (isto
€, uma célula B de um animal vertebrado de sangue gquente ou
frio que tem um maxilar &6sseo) que possa ser geneticamente
projetada para expressar um ou varios anticorpos
monoclonais ligados & superficie. Um outro exemplo de uma
célula util no dispositivo é uma célula macrofagica, tal
como a linhagem celular humana U937, que expressa um
receptor Fc na superficie da célula. Um antigeno pode ser
ligado a um anticorpo pela adigcd@o do anticorpo ao alvo e
este complexo do anticorpo de antigeno se ligarad ao
receptor Fc na célula e estimulard a sinalizagdo Qque
resulta em um aumento no calcio intracelular.

Um anticorpo monoclonal pode ser produzido por, por
exemplo, imunizagdo de um animal com o antigeno para ser
detectado e colhendo a célula B do animal imunizado. O DNA
que codifica o anticorpo monoclonal pode entdo ser isolado
e transferido dentro de uma linhagem celular imortalizada e
nas células selecionadas para a produgdo de um anticorpo
monoclonal de superficie especifico para que o antigeno
seja detectado. As células B s&o Uteis tanto para analises
qualitativas quanto quantitativas, particularmente porque o
sinal de emisséao delas tipicamente ndo diminui
significativamente enquanto o espécime alvo adicional lhe é

exposto e também porque tal sinal de emissdo é linear.
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Alternativamente, a célula pode ser um fibroblasto.
Entretanto, os fibroblastos ndo contém a maquinaria de
transducdo de sinal necessdria para transferir um sinal a
partir da porgdo citoplasmatica de/ um anticorpo de
superficie aos armazenadores de calcio na célula. Para
superar este problema, um anticorpo de superficie quimérico
pode ser expresso no fibroblasto. Este anticorpo quimérico
contém uma sequiéncia de acido amino citoplasmatico derivada
de um polipeptideo (por exemplo, um receptor do fator de
crescimento do fibroblasto) que possa transduz um sinal da
superficie interna da membrana de plasma do fibroblasto aos
armazenadores intracelular do cé&lcio. Assim, gquando um
antigeno se liga & porgao extracelular do anticorpo
quimérico para causar a agregacgao do anticorpo na
superficie, a mobilizacdo de calcio ¢é induzida. Uma
estratégia similar que usa anticorpos quiméricos pode ser
empregada para qualquer outro tipo de célula que ndo seja
uma célula B, de modo que a célula seja apropriada para o
uso nos dispositivos e nos métodos da invencgéao.

Aqui as células uteis nos dispositivos e nos métodos
sdo aquelas projetadas reconhecer uma substancia
especifica, incluindo aquelas que tém receptores em sua
superficie que se ligam especificamente a essa substancia.
Um receptor preferido é um anticorpo ou anticorpo de cadeia
simples, embora outros receptores apropriados incluam um
receptor do mitdégeno (tal como um receptor
lipopolissacarideo (LPS)), um receptor do neutralizador de
impurezas do macrdéfago, um receptor de célula T, uma

molécula de adesdo célular, uma proteina de ligacdo de DNA
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tal como a parte de uma enzima de restricdo de seqléncia
especifica ou fator de transcrigdo, RNA simples encadeado
ou proteina de ligagdo de RNA du?lo encadeado, um
oligonucleotideo complementar para uma éeqﬁéncia do DNA ou
do RNA a ser reconhecida, ou o outro receptor de ligacgao de
ligando (por exemplo, Fas; citocina, interleucina, ou
receptores de hormdénio; receptores neurotransmissores;
receptores odorantes; receptores de atragdo guimica, etc.)
que ligardo especificamente a substincia a ser reconhecida.
O receptor pode ser unido a superficie celular via um
dominio de transmembrana, uma molécula de ligagdo de
membrana que se liga especificamente ao receptor (como os
receptores Fc que se ligam aos anticorpos), ou uma unido
covalente ou nd8o covalente (por exemplo, biotina de
estreptavidina, ligag¢des de bissulfeto, etc.) para uma
molécula de membrana ligada. O receptor pode igualmente ser
uma molécula quimérica; por exemplo, ele pode ter um
dominio extracelular tal como um anticorpo, o anticorpo de
cadeia simples, lecitina ou o outro dominio ou peptideo de
ligagdo de substéncia especifica, e um dominio intracelular
tal como aquele do receptor de insulina, do fator de
crescimento do fibroblasto, da outra proteina que provoca
uma segunda cascata do mensageiro, etc. Em vez de se ligar
diretamente a substéncia a ser reconhecida, o receptor pdde
especificamente se ligar a uma outra molécula ou objeto que
por sua vez se liga especificamente a substédncia a ser
reconhecida, como um anticorpo secundario, microesferas

rotuladas, oligonucleotideo de antigeno-conjugado; etc.
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Alternativamente, somente um destas etapas de ligacgao
pode necessitar ser especifica. Por exemplo, o DNA ou o RNA
gue contém seqiiéncias especificas que podem ser retiradas
da solucdo usando as sondas do oligonuéleotideo conjugadas
a um antigeno (ou diretamente a uma microesfera, ou em uma
matriz), e um segundo conjunto de sondas de
oligonucleotideo de antigeno conjugado n&o especifico
recozidas por DNA/RNA alvo seria usado para estimular as
células especificas para esse segundo aﬁtigeno. Também, as
proteinas de ligacdo de 4&acido nucléico nédo especifico
(histonas, protaminas, proteinas de ligagdo RNA) expressas
como quimeras na superficie da célula, ou os anticorpos
contra aquelas proteinas de ligacdo, poderiam igualmente
ser usados para detectar a presenga de Aacidos nucléicos
apds uma etapa de selecgdo de seqiéncia especifica.

Anticorpos

Qualquer tipo original de célula, nas regides
varidveis de ligacdo de antigeno de anticorpos monoclonais
obtidas tanto como sequiéncia de DNA a partir de uma fonte
publica, ou clonadas por RT-PCR de uma linhagem celular de
hibridoma. RT-PCR é realizado usando conjuntos de
iniciadores projetados para recozimento, na extremidade de
prime 5, tanto para as regides 1lider quanto regido de
estrutura da regido variavel, e na extremidade de prime 3
para a regido constante.

As regides varidveis de anticorpo sdo clonadas entao
dentro dos vetores de expressdo que Jja& contém as regides
constantes para a cadeia de 1luz e pesada. O vetor da

expressdo da cadeia de luz descrito em Persic et al., Gene
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187:9 - 18, 1997 ¢é especialmente apropriado para esta
finalidade. VKExpress, descrito em Persic et al., contém o
promotor EF-la, uma seqiéncia de lider, locais de clonagem
maultipla, e o Ig Kappa constante da régiéo e do sinal de
poliadenillacdo. O vetor de expressdo de cadeia pesada €
derivado de Invitrogen de pDisplay. Este vetor contém um
promotor CMV, uma seqliiéncia de lider, um identificador HA,
o local de clonagem multipla e identificador de mnyc,
seguido pelo dominio do transmembrana de PDGFR e pelo sinal
de poliadenilacdo de horménio de crescimento bovino.
pDisplay pode ser modificado para a expressao da
cadeia pesada como segue. O dominio de transmembrana PDGFR
de pDisplay é substituido com a regido constante IgM murino
sem O exon gue permite a secre¢do. Isto assegura dque a
proteina permaneca ligada a membrana. O gene de resisténcia
a neomicina pode ser substituido por alguns de um numero de
genes resistentes a antibiético que incluem, mas nao se
limitam a, higromicina, bleomicina, puromicina, canamicina,
e de genes do blasticidina. A regido varidvel de cadeia
pesada (ou alternativamente uma cadeia de 1luz) pode ser
introduzida em um processo de duas etapas, usando o PCR da
extensdo de sobreposicdo, para remover de cada lado as
identificadores HA e myc presentes de local clonagem
multipla de ©pDisplay. Um vetor pode igualmente ser
desenvolvido para permitir a inserg¢do de um produto de
extensdo de sobreposigdo que contém a regido variavel
fundida a aproximadamente 300 pares base de regiéao
constante de IgM, de modo que a clonagem possa ser feita em

uma Unica etapa.
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Os exemplos abaixo foram implementados wusando O
procedimento de construgdo de vetor de anticorpo descrito

imediatamente acima.

¢
7

Um anticorpo gque se ligue especificamente ao antigeno
a ser detectado é uma molécula que se liga ao antigeno ou
um epitopo do antigeno, mas ndo se ligue substancialmente a
outros antigenos ou epitopos na amostra. Tais anticorpos
podem ser cadeia simples quimérica (isto é, para conter
seqiiéncias de aminodcido de ndo-anticorpo) ou cadeia
simples (isto é, a complementaridade que determina a regiao
do anticorpo ¢é formada por uma seqiéncia continua de
polipepetideo).

Alternativamente, as células de produgdo de anticorpo
de superficie podem ser obtidas do animal e ser usadas para
preparar uma populagdo monoclonal de células produzindo os
anticorpos de superficie através de técnicas padrdo, tais
como a técnica de hibridoma descrita original por Kohler et
al., Nature 256:495-497 (1975); Kozbor et al., Immunol
Yoday 4:72 (1983); ou Cole et al., MONOCLONAL Antibodies
and Cancer Therapy, Alan R. Liss Inc., pp. 77-96 (1985). A
tecnologia para produzir células que expressam anticorpos
monoclonais sdo bem-conhecidos (vide, por exemplo, Current
Protocols in Immunology (1994) Coligan et al. (eds.) & de
John Wiley & Filhos, Inc., New York, N.Y.), com as
modificacdes necessdrias para selecionar para os anticorpos
de superficie mais preferiveis do que anticorpos
secretados.

Alguns de muitos protocolos bem-conhecidos usados para

linfécitos de fusd3o e linhagem celular imortalizada podem
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ser aplicados com a finalidade de gerar uma célula
produzindo um anticorpo monoclonal de superficie (vide, por
exemplo, Current Protocols in Immunology, supra; Galfre et
al., Nature 266:55052, 1977; Kenneéh, In Monoclonal
Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Plenum
Publishing Corp., New York, N.Y., 1980; e Lemer, Yale J
Biol Med 54:387 - 402 (1981). Além disso, ordinariamente o
versado habilitado apreciard que h& muitas variagdes de
tais métodos que igualmente podem ser uUteis.

As células Policlonais que expressam anticorpos podem
ser preparadas por imunizacdo de um animal apropriado com ©
antigeno a ser detectado. As células que produzem as
moléculas de anticorpo direcionadas de encontro ao antigeno
podem ser isoladas do animal (por exemplo, do sangue) e
purificadas adicionalmente por técnicas bem-conhecidas,
tais como a filtracdo de selecdo de células com receptores
adequados (panning) a uma placa de Petri de antigeno
revestido. Como uma alternativa para preparar células
monoclonais, um &cido nucléico que codifica um anticorpo
monoclonal pode ser identificado e isolado por selecdo de
uma biblioteca de imunoglobulina recombinante combinatéria
(por exemplo, uma biblioteca da exposigcdo do fago do
anticorpo) com o antigeno para isolar desse modo os membros
de biblioteca de imunoglobulina que selecionam o antigeno.
Os kits para gerar e selecionar bibliotecas da exposigdo do
fago estdo disponiveis no comércio (por exemplo, o Sistema
de Recombinacd&o de Anticorpo do Fago de Farmécia, Catélogo
N° 27-9400-01; e o Kit de Exposigcdo de Fago SurfZAP® de

identificador, Catdlogo N° 240612). Adicionalmente, os
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exemplos dos métodos e os reagentes particularmente
favoraveis para o uso em geracdo e em selegdo da biblioteca
da exposicd@o do anticorpo podem ser encontrados dentro, por
exemplo, Patente U.S. N° 5.223.409; Publicacgédo N° WO
92/18619; Publicacdo PCT N° WO 91/17271; Publicacdo PCT N°
WO 92/20791; Publicacdo PCT N° WO 92/15679; Publicacgdo PCT
N° WO 93/01288; Publicagdo PCT N° WO 92/01047 do PCT;
Publicagdo PCT N° WO 92/09690; Publicagdo PCT N° WO
90/02809; Fuchs et al., 9:1370 Bio/Technology 9:1370-1372
(1991); Hay et al., Human Antibod Hybridomas 3:81-85
(1992) ; Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989) ;
Griffiths et al., EMBO J. 12:725-734 (1993).

Depois que o membro desejado da Dbiblioteca é
identificado, a seqguéncia especifica pode ser clonada
dentro de algum expressor de &cido nucléico apropriado (por
exemplo, um vetor) e transformada em uma célula tal como um
fibroblasto. O expressor pode igualmente codificar os
aminodcidos operavelmente ligados a seqiiéncia de anticorpo
como apropriada para a célula que expressa o anticorpo.
Como discutido acima, a seqgléncia de transmembrana
citoplasmaticas de um receptor de fator de crescimento de
fibroblasto pode ser ligada a um anticorpo de cadeia
simples especifico para que o antigeno seja detectado, de
modo que a célula imobiliza o cdlcio quando contatada com o
antigeno. Embora as cadeias pesadas e cadeias leves de
recombinagdo separadas possam ser expressas nos
fibroblastos para formar o anticorpo gquimérico, os

anticorpos de cadeia simples s&8o igualmente apropriados



10

15

20

25

63/272

(vide, por exemplo, Bird et al., 9:132-137, 1991; e Huston
et al., Int Rev Immunol 10:195-217, 1993).

Moléculas de emissor de féton ,

A reticulacdo da substancia desejéda pelo receptor da
célula de superficie deve provocar uma reagao de
sinalizacdo dentro da c¢élula. Uma reacdo de sinalizacgéao
preferida é a cascata de segundo mensageiro encontrada em
células B, em células T, em células de mastro, em
macrb6fagos, e em outras células imunes, onde a reticulagdo
dos receptores de superficie de célula ativam uma quinase
tirosina, que entdo realiza fosforilase em fosfolipase C.,
gque divide entdo fosfatidilinositol 4.5-bisfosfato (PIP2)
no inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e no diacilglicerol; IP3
abre entdo os canais de calcio para liberar o célcio dos
armazenamentos intracelulares tais como o reticulo
endoplasmatico ou para deixar dentro o calcio extracelular,
elevando desse modo a concentracdo de calcio no citosol da
célula. Dependendo do tipo de receptor, o tipo de célula, e
método de sinalizac@o desejada, cascatas alternativas de
segundo mensageiro poderdo ser empregadas, como uma cascata
A de qguinase de proteina cAMP ciclica de proteina G
adenilila.

Um método deve ser provido monitorando a sinalizacgdao
interna da c¢élula em resposta as substdncias a serem
identificadas. Caso a sinalizacgdo interna envolva um
aumento no cdlcio citoplasmdtico, um método de detecgdo
preferido é uma molécula luminescente ou fluorescente
sensivel a calcio, tal como o aequorin, obelin,

talassicolin, mitrocomin (halistaurin), clitin (fialidin),
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mnemopsin, berovin, Indo-1, Fura-2, Quin-2, Fluo-3, Rhod-2,
cadlcio verde, BAPTA, cameleons (A. Miyawaki et al., (1999)
Proc. Natl. Acad. Sci. 96, 213540), ou moléculas similares.
Antecipa-se que as intensidades relativas da luz e as
caracteristicas do armazenamento de célula de sensor
permitidas usando moléculas sensiveis a cdlcio podem variar
dependendo da eficiéncia da producdo de luz para a molécula
emissora especifica e da meia-vida da molécula emissora
ativada que prové em alguns casos beneficios significativos
(por exemplo, sensibilidade melhorada, detecgéo
quantitativa ou qualitativa). As melhoras adicionais de
desempenho podem surgir do uso de analogos estruturais dos
co-fatores naturais de moléculas emissoras de fotoproteina.
As varias tinturas fluorescentes sensiveis a calcio que
podem ser pegas por células vivas estdo disponiveis nas
fontes comerciais, incluindo Molecular Probes, Inc.,
Eugene, Oreg. As proteinas tais como aequorin, obelin,
talassicolin, mitrocomin (halistaurin), clitin (phialidin),
mnemopsin, berovin ou cameleons poderiam ser adicionadas
geneticamente, injetadas dentro das células, ou ser
entregues por um identificador de percepgdo de proteina de
HIV TAT (aproximadamente aminocdcidos 47-57; A. Ho et al.
Research Cancer 61, 474-477 (2001)) ou por outros meios.
Caso desejadas, tais moléculas repdrteres podem incluir
sinais que tém como alvo alvejaé-las para a face
citoplasmédtica do reticulo endoplasmatico ou da membrana de
plasma, ao interior das mitocdédndria, ou a outras
localizagdes onde a mudanga na concentracgdo local do célcio

pdde ser particularmente grande. Os métodos o&éticos de
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detectar a atividade de outros pontos na reagdo de
sinalizagao poderiam igualmente ser usados, como
transferéncia de energia da ressondncia da fluorescéncia
(FRET) de grupos fluorescentes unidos ‘aos componentes da
reacdo de sinalizacdo (S. R. Adams et al.(1991) Nature 349,
694-697). Onde a sinalizacdo interna envolve um aumento na
espécie de oxigénio reativo (por exemplo, radicais do anion
do superédéxide, radicais de hidroxila, composto I ou II de
peroxidase de radbano silvestre, etc.), um método de
deteccéo preferido é uma molécula luminescente ou
fluorescente sensivel a oxigénio reativo, tal como a
fotoproteina folasin (uma glicoproteina 34-kDa de molusco,
do bioluminescente do Pholas dactylus) ou moléculas
similares. Alternativamente, um gene repdrter para qualquer
luciferase podia ser ligado a um promotor induzido pelo
reacdo de sinalizacdo. Em algumas células tais como células
T e células de mastro, exocitose dos identificadores de
reagdo de sinalizacd8o dos grénulos que contém proteases
tais como granzimas, triptases, ou guirnases. Exocitose
destas proteases poderia ser detectado por métodos
calorimétricos ou fluorométricos (por exemplo, pP-
nitroanalina ou 7 amino-4-trifluormetil cumarina (AFC)
ligado aos peptideos divididos pelas proteases [S.E. Lavens
et al. (1993) J. Immunol. Methods 166, 93; D. Masson et al.
(1986) FEBS Letters 208, 84; R&D Systems]). Também, os
microeletrodos ou outros métodos para detectar a atividade
elétrica associada com o fluxo de calcio ou outros fluxos
de 1ion de sinalizacdo s&o apropriados para monitorar a

resposta na célula.
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Uma molécula emissora apropriada ¢é qualquer molécula
gue se emita um féton em resposta as concentragdes de
célcio citosdlico elevadas, ingluindo moléculas
bioluminescentes e fluorescentes. Uma molécula emissora, a
proteina aequorin bioluminescente, é descrita em Button et
al., Célula Calcium 14:663-671 (1993); Shimomura et al.,
Nature 227:1356-1357 (1970). Aequorin gera fdéton por
coelenterazina de oxidagdo, uma molécula quimica pequena.
Coelenterazina difunde através das membranas celulares,
assim que coelenterazina ou um andlogo desta puder ser
adicionado ao meio de cultura de ambiente de células.
Alternativamente, os genes que codificam as enzimas que
fazem o coelenterazina podem ser introduzidos dentro das
células. Em uma outra modalidade, proteina fluorescente
verde bioluminescente (GFP) (vide Chalfie, Photochem
Photobiol 62:651-656 [1995]) ou proteina fluorescente
CANARY (YFP) pode ser usada. Nesta modalidade, o citosol
celular contém GFP e aequorin. Em resposta ao calcio
elevado no citosol, o aequorin doa a energia a GFP em um
processo de transferéncia de energia sem emissdo. GFP emite
entdo o féton. Alternativamente, a molécula emissora pode
ser uma molécula fluorescente sensivel a céalcio (por
exemplo, indo-1) gque seja iluminada por um comprimento de
onda de luz apropriada para induzir a fluorescéncia.

Aequorin, ou qualquer outra molécula emissora, pode
ser introduzida na célula por métodos bem-conhecidos na
técnica. Caso a molécula emissora seja uma proteina (como &
o caso da aequorin), a célula pode conter um vetor de

expressdo que codifica a proteina (isto ¢é, um acido
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nucléico ou um virus que produz a molécula emissora quando
introduzido em uma célula). Um vetor de expressdo pode
existir de modo extracromossomal ou ser integrado ao genoma
da célula. /

Identificadores/Antigenos conjugados

Alguns ou vVAarios antigenos ou identificadores podem
ser adicionados (igualmente referidos neste como
conjugados) as moléculas para prover um epitopo antigénico
conhecido. Por exemplo, uns ou varios antigenos podem ser
conjugados a um oligonucleotideo para produzir um
oligonucleotideo conjugado antigeno com um epitopo
antigénico conhecido. Uma molécula de antigeno conjugado
pode compreender um antigeno ou os antigenos multiplos que
sdo qualquer um que seja igual ou diferente. Por exemplo, e
sem limitacdo, um antigeno ou um identificador a ser
conjugados a uma molécula para a detecc¢do incluem antigenos
pequenos tails como digoxigenin, digoxin, fosfocolina,
fluoresceina ou outros fluorforos, e Dbiotina, e os
pepetideos tais como HIS, VSV-G, FLAG, e multimero de
C(AAKK) (como descrito em Corey, J. Am. Chem. Soc, (1995)
117:9373 - 4).

Oligonucleotideos

Além das sondas de DNA e de RNA convencionais, uma
variedade de &cidos nucléicos modificados foram mostrados
para hibridizar de uma maneira de sequiéncia especifica para
alvejar seqiéncias de &cido nucléico. Estes incluem os
dcidos nucléicos pepetideo (PNA) (Nielsen et al., (1991)
Science 254:1497-1500), Bis- PNAs (Griffith et al., (1995)

J. Am. Chem. Soc. 117:831-832), a pingca de extremidade PNA
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(Bentin (2003) Biochemistry 42:13987-13995), loop PD
(Bukanov et al., (1998) PNAS 95:5516-5520), PNAs que
incorporam bases pseudocomplementares (Lohse et al., (1999)
PNAS 96 (21) 11804-11808), ou acidos /nucléicos fechados

(Braasch e Corey (2001) Chem. Biol. 8:1-7). Uma variedade
destes Aacidos nucléicos modificados foram mostradas para
diferir em caracteristicas, em estabilidade, em afinidade,
e em especificidade da hibridagdo, e poderiam ser usados no
lugar dos oligonucleotideos de DNA convencionais (revistos
por Beck e por Nielsen, pp. 91-114, in Artificial DNA:
Methods and Application.CRC Press, Y.E. Khudyakov and H.A.
Fields eds.). Fixacéado de proteinas catibnicas, de
pepetideos, ou de proteinas de ligagdo de DNA foil mostrada
para melhorar a cinética da hibridacgdo (Corey (1995) J. Am.
Chem. Soc 117:9373-9374; Zhang et al., (2000) Nuc. Ac. Res.
27 (17) 3332-3338).

A ligacdo de oligonucleotideos foi mostrada para
melhorar com a adigdo dos oligonucleotideos auxiliares
(O'Meara et al., (1998) Anal.. Biochem. 225:195-203; Barken
et al., Biotechniques 2004 36:124-132). A especificidade
pode ser melhorada pela adig&o de sondas concorrentes de
competidor de cabelo (hairpin) ndo rotulado (Huang et al.,
(2002) Nucleic. Ac. Res. 30: (12) e (595).

A remocdo de oligonucleotideos nado ligados depois da
hibridizacdo do alvo ndo é necessaria para a detecc¢do da
seqiéncia do 4&cido nucléico, mas pode ser desejavel. O
oligonucleotideo rotulado ndo ligado poderia ser removido
usando uma variedade de técnicas convencionais de

cromatografia, incluindo a exclusdo de tamanho, a interacao
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hidrofébica, ou a troca iénica, dependendo da quimica da
sonda particular usada.

Outras moléculas de &acido nucléico de ligagéao

Oligonucleotideos das moléculas nao sdo somente as
moléculas que podem identificar sequéncias especificas de
4dcido nucléico. As proteinas sdo igualmente capazes de tal
discriminacdo, e podem ser expressas na superficie da
célula emissora, unida de modo recombinante a um dominio
citoplasmatico que, por ligacdao, poderia iniciar uma
resposta de céalcio. Isto poderia incluir as proteinas de
ligacdo de Aacido nucléico unidas a porc¢do Fc de anticorpos,
por exemplo. A expressdo de proteinas de ligacgdo de acido
nucléico na superficie da célula emissora poderia eliminar
tendo que desnaturar a hibridizacdo de oligonucleotideo
prévia de acido nucléico duplamente encadeado, e
adicionalmente, o sistema produz todos o©s componentes
necessarios: nenhum oligonucleotideo sintetizado oxigenado
seria exigido. As proteinas de ligacdo de DNA especificas
da seqiéncia especifica incluem: (1) enzimas da restricéao
de DNA (preferivelmente com o local catalitico do DNA de
corte removido ou inativado, por exemplo, & do L.F. Dorner
& I.; Schildkraut (1994) Nucl. Acids Res. 22, 1068-1074);
(2) fatores da transcrigdo ou outras proteinas especificas
do DNA ou da RNA de 1ligagdo, especialmente aqueles que
reconhecem seqiéncias originais do DNA ou do RNA em
patdégenos ou em organismos de interesse (por exemplo, HIV
TAT transcription factor: C. Brigati et al. (2003) FEMS
Microbiology Letters 220,57-65 poxvirus transcription

factors: S. S. Broyles (2003) Journal of General Virology
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84, 2293-2303). As células emissoras com tais receptores
podiam ser projetadas reticular no DNA/RNA alvo tanto com

uma seqiiéncia repetida especifica ou alternativamente duas

I

/
ou mais seqgiéncias unicas.

Oligonucleotideos de captagédo

Embora ndo seja necessdrio para a detecgdo, captacgao
da seqgUéncia do A&cido nucléico alvo na sustentacéao
sedimentédvel ou sdélida pode melhorar a sensibilidade do
ensaio. O DNA alvo encadeado simples pode ser capturado
usando, por exemplo, os oligonucleotideos biotina de
rotulada de captacdo ligados a poliestireno estreptavidina
revestida ou nas microesferas paramagnéticas. O material
capturado pode ser separado do material ndo ligado pela
centrifugag¢do ou pela exposigdo a um campo magnético, como
apropriado. O uso de uma reagdo de ligagdo intermedidria
(avidin-biotin) em unido do oligonucleotideo com a
microesfera ndo pode ser necessario como alguma interacdo
que possa unir o oligonucleotideo a uma sustentacdo sdlida
pode ser usada, incluindo a conjugacdo direta. Além disso,
qualquer sustentacgdo continua a que o oligonucleotideo de
captagcdo pode ser unido bastaria. Isto pode ser sob a forma
de um arranjo bidimensional, em que os oligonucleotideos
especificos de captacgao sao colocados em posigdes
especificas sobre ao arranjo. Alternativamente, seqiiéncias
de acido nucléico alvo podem ser capturadas de uma maneira
ndo-especifica (por exemplo, reticulacdo da resina de troca
iénica, precipitagdo, histona ou protamina). A captacgdo
alvo concentrard também a seqiéncia de acido nucléico alvo

e/ou removerd os interferentes do ensaio.
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Polivaléncia

A estimulacdo de célula emissora ¢é dependente do
antigeno que parece multivalente &, célula emissora.
Geralmente, isto pode ser realizado pelo menos de duas
maneiras. Primeiramente, as cdépias multiplas do antigeno
podem ser unidas a uma molécula alvo, por exemplo,
hibridizando oligonucleotideos antigeno conjugados
maltiplos & seqiéncia do &cido nucléico alvo. Em segundo
lugar, diversas co6pias da seqiiéncia de acido nucléico alvo,
cada uma com um unico antigeno unido, podem ser ligadas
umas as outras ou ligadas de forma bastante préxima entre
si (por exemplo, unido a uma microesfera). Neste exemplo, a
seqiéncia individual do &cido nucléico alvo néo seria
polivalente, mas a microesfera com cdpias multiplas da
seqiéncia do &cido nucléico alvo unida apresentaria um
antigeno polivalente.

Camaras de reagédo

As céamaras de reagdo apropriadas para © uso na
invencdo podem ser algum substrato ou recipiente em que as
células emissoras e as particulas candidatas possam ser
misturadas e contatadas entre si. Em uma modalidade, o
recipiente de reacdo ¢é um tubo de centrifugagao (por
exemplo, a microcentrifugagcdo ou tubo Eppendorf). Como
descrito neste, a centrifugacdo é um meio particularmente
bem-adaptado para peletizar as particulas candidatas ou
células emissoras, antes gque outro seja conduzido para o
primeiro pélete. Para um aumento adicional da peletizacgdo
de particulas e de células, as paredes laterais do tubo

podem ser revestidas com uma proteina carreada ndo-pegajosa
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tal como a albumina de soro bovino para impedir a colagem
de células emissoras as paredes laterais, e o fundo do tubo
pode ser revestido com o poli-L-lisina para ajudar a
assegurar que as particulas alvo permanecam aderidas ao
fundo do tubo. Outras proteinas ou moléculas gque impegam ou
promovam a adesdo de célula sdo conhecidas na técnica da
biologia celular e s&o apropriadas para o uso na invencgdo.

Os tubos de centrifugacd3o com geometrias de pogo de
amostra personalizadas podem prover uma modalidade
adicional que use a centrifugacdo para aumentar interagdes
da célula emissora com particulas de dificil sedimentacgdo e
reduzir a necessidade de ©personalizar a seqiéncia da
rotacdo. Nesta modalidade a amostra contendo particula a
ser analisada ¢é colocada em um tubo onde a largura maxima
da cémara de amostra seja aproximadamente igual ao dié&metro
de uma célula emissora. Mergulhar uma suspensido concentrada
em célula emissora sobre a amostra seguida por uma
centrifugagcdo provoca um grande numero de células emissoras
empacotadas proximamente através das particulas menores
enquanto a geometria confinada aumentar a probabilidade da
interacdo do anticorpo da célula emissora com particulas. A
reticulagcdo do anticorpo associado as células para a
particula captura a particula de m& sedimentagdo ' e
extraindo esta rapidamente para o fundo do tubo com a
célula emissora onde a luz resultante pode ser observada
por um dispositivo multiplicador de foto.

Em uma outra modalidade, as camaras de reagdao sao
pogos em um arranjo bidimensional, por exemplo, uma placa

de microtitulagdo, ou pontos ou pog¢os ao longo de uma
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faixa, como mostrado nas figuras. Estes arranjos permitem a
deteccdo multiplexada ou de amostras mualtiplas e/ou de
particulas alvo multiplas. Para a entrega automatizada de
particulas candidatas e/ou de células émissoras, tanto as
camaras de reacdo quanto o reservatdério da célula coletora
e emissora de espécime sdo enderecavels pelo menos em duas
dimensdes. Os pocos das disposigdes podem igualmente ser
tratados com os revestimentos pegajosos e ndo-pegajosos
como descritos acima para qﬁe os tubos de centrifugagao
facilitem o contato entre células emissoras e particulas
candidatas.

Coletores de espécime

Os dispositivos diferentes podem ser usados para
coletar amostras de, por exemplo, ar. Geralmente, um
dispositivo de amostragem de ar tem uma cdmara de coleta
contendo liquido através ou ao lado do qual ar ou gas é
passado completamente, ou contendo um filtro poroso que
retenha particulados (por exemplo, particulas alvo) como o
ar ou o gas passa através do filtro. Para as camaras de
coleta que contém o liquido, o liquido de coleta pode ser
centrifugado ou de outra maneira tratado para separar
particulas do liquido. As particulas separadas sdao
depositadas ent&o em uma cédmara de reacdo. Para cdmaras de
coleta que contém um filtro (por exemplo, nitrocelulose), o
filtro ou as porgdes de filtro podem atuar como a cémara de
reagdo. Alternativamente, as particulas podem ser lavadas a
partir do filtro, ou o filtro pode ser dissolvido ou de
outra maneira removido das particulas. Uma cémara de coleta

de filtro pode igualmente ser adaptada para coletar
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particulas de um liquido (por exemplo, amostra da fonte de
agua ou fluido cérebro-espinhal) fluindo através do filtro.
Além disso, como discutido acima, uma amostra liquida pode
ser centrifugada para remover todo o particulado presente
no liquido. Uma variedade de amostradores é conhecida e
estd disponivel para ser usada com a presente invengao.
Vide SKC, Inc., que vende o SKC BioSampler®. e outros

dispositivos da amostra.

Outros amostradores de ar podem ser wusados. Por
exemplo, um dispositivo alternativo é o contéiner de
amostragem de O-Célula-Ar (SKC, Inc.). Neste dispositivo,

as, particulas conduzidas pelo ar sdo aceleradas e feitas
para colidir com um adesivo deslizante que seja diretamente
apropriado para varios procedimentos de manchar e examinar
microscopicamente. Os particulados de aerossol podem ser
coletados usando a separacdo com inércia em um dispositivo
conhecido como um elemento de impacte. Um fluxo de ar que
contém particulas a serem coletadas é retirado do ambiente
de interesse por dentro do projétil onde é direcionado para
uma superficie para a colisdo. Com pardmetros geométricos e
taxas de fluxo apropriado no projétil, as particulas com
inércia suficiente ndo seguird@o as aerodinédmicas do fluxo,
mas impactardo na superficie. Uma proporcdo significativa
das particulas gue impactam na superficie adere com as
interacdes eletrostaticas e/ou de van der Waals e, desse
modo, é coletada e concentrada. Desta maneira, as
particulas de aerossol que contém as proteinas (que incluem
toxinas), os virus, as bactérias (vegetativo e as formas de

esporo), parasitas, pdlen e outras substidncias detectéaveis
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podem ser coletados para a detecgdo usando uma variedade de
tecnologias de ensaio disponiveis que incluem os
dispositivos e os métodos neste.

A coleta de amostra seca para os bioensaios que usam
um projétil de ar prové vantagens gerais sobre a coleta
ar/liquido tradicional da amostra reduzindo ou eliminando
os materiais de consumo fluidos e os mecanismos de
transferéncia que reduz o custo do ensaio e simplifica a
automatizagdo. Em relagdo ao beneficio particular para os
dispositivos e métodos neste, a coleta que usa a coliséo
seca assegura que toda a amostra coletada esteja localizada
na superficie antes da adigcdo de células de sensor dos
dispositivos e dos métodos neste, ndo obstante o tamanho
das particulas individuais do analito. Nisto se consegue a
localizacdo de todos os analitos ndo obstante de seu
coeficiente de sedimentacdo no fluido, maximizando desse
modo a sensibilidade dos dispositivos e dos métodos neste e
acelerando muitas implementacgcdes do ensaio eliminando uma
etapa demorada.

Toda a superficie que retiver uma proporcgdo de
particulas gque impactem nele e gque seja compativel com
bioensaios subseqgientes que se adequem & uma superficie de
coleta. Os materiais apropriados incluem metais
biocompativeis, plasticos, vidros, cristais, aerogéis,
hidrogéis, papéis, etc. Particularmente as configuracdes
Gteis destes materiais incluem os tubos de
microcentrifugacdo, placas do multipo¢o usadas na separagdo
(screening) de alto-producgdo, faixas continuas, filtros,

enchimentos de liberacdo de conjugado de imunoensaios de
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fluxo 1lateral, etc. A eficiéncia de <coleta pode ser
aumentada por modificagdes da superficie de coleta
incluindo: a adicdo de revestimentos que promovem a adesdo
de particulas bioldgicas (estes revestimentos podem ser
guimicos ou bioquimicos na natureza, por exemplo,
polilisina), aspereza de superficie aumentada para aumentar
a area de superficie disponivel para a coleta, e geometrias
de superficie personalizadas que promovem o depdsito das
particulas em regides definidas na superficie. Além disso,
as melhorias adicionais na eficiéncia de coleta podem ser
conseguidas manipulando as cargas eletrostéaticas na
superficie de coleta e nas particulas entrantes tais que as
forcas atrativas adicionais s&@o geradas.

As melhorias adicionais podem ser feitas ao coletor de
colisdo seca pelo uso de um concentrador de ar-a-ar a
montante do coletor para aumentar o nUmero de particulas em
cada unidade de amostra de ar colidida na superficie de
coleta. Isto pode significativamente reduzir a quantidade
de tempo necessario para coletar um numero suficiente de
particulas de aerossol para prover resultados confiaveis
para o detector.

Em um exemplo deste conceito de coleta, o projétil
descrito na FIG. 23 foi configurado para coletar amostras
de aerossol no fundo de um tubo plastico disponivel no
comércio. Um bico projeta-se para baixo no tubo e a saida é
posicionada no raio de curvatura da superficie interna do
tubo. Este posicionamento aumenta a probabilidade de
colisdo da particula em cima do fundo do tubo onde as

células de sensor do dispositivo mais provavelmente o
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contatardo. Uma vez que a coleta é terminada, uma unica
gota que contém células de sensor do dispositivo esta
adicionada diretamente ao tubo que contém as particulas
coletadas do aerossol, giradas por 5 segundos para acelerar
a entrega da célula & superficie do tubo, e a luz emitida é
medida usando-se um detector de féton (por exemplo, PMT,
CCD, fotodiodo, etc.). Usando este aparelho, o0s esporos
bacterianos secos podem ser coletados de um aerossol e ser
identificados diretamente com dispositivo optoeletrdnico em
menos de um minuto. Este método pode ser implementado com
uma pluralidade de tubos usados para coletar amostras e um
sistema automatizado para conduzir ensaios subseqiientes. Um
exemplo de como um sistema capaz de conduzir 10 ensaios
independentes é mostrado nas FIGURAS 4, o, 9, 12, e 15.
Pela implementacdo de uma abordagem onde os ensaios sejam
feitos capazes de procurar por analitos multiplos em um
unico tubo (multiplexado) que o numero de substéncias
detectaveis para um Unico ciclo do ensaio pode ser maior do
gque o numero de tubos disponiveis. Isto pode ser feito
criando as linhagens celulares de dispositivo de deteccgédo
optoeletrdénico individual que expressam uma pluralidade de
receptores com a afinidade para analitos diferentes ou
combinando linhagens celulares multiplas com as
especificidades diferentes em um uUnico tubo.

A FIGURA. 4 é um diagrama esquemdtico de um sistema de
sensor de adverténcia de aerossol Dbioldégico (BAWS) /
sistema de sensor optoeletrdnico. O mdédulo do trigger BAWS
€& usado para detectar preliminarmente a presenga das

particulas, por exemplo, aquelas de uma taxa predeterminada
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de tamanho. Cso as particulas gque encontram especificagdes
sejam detectadas, BAWS aciona um concentrador de ar-—-a-ar
que permite que as particulas de uma taxa particular de
tamanho sejam coletadas e depositadas em um pogo (por
exemplo, camara de reacdo, tubo) via um médulo de projétil
seco. O médulo de projétil seco permite a coleta seca da
amostra e estd em uma comunicacdo com um mdéddulo de seringa
para a entrega da célula (por exemplo, emitindo células) em
uma camara de reacd3o (por exemplo, tubo). Um mbédulo de
transporte é usado para transferir o conjunto da camara de
reacdo (tendo umas ou vArias camaras ou tubos) a um mddulo
de centrifugacdo para a sedimentagcdo ou a mistura da
amostra e das células da particula. O mdédulo de
centrifugacao pode estar, mas nao precisa estar
necessariamente, em comunicacdo com um mbédulo obptico/PMT
para a detecgdo da emissdo do féton. Um mbdbdulo de
controlador é Gtil para o controle da operagdo do sistema.

A FIGURA. 6 mostra um exemplo de um conceito do mdédulo
de projétil seco. Neste exemplo um unico (por exemplo,
sistema de protdtipo) assim como um, dispositivo de
multicanal é ilustrado, incluindo os tubos individuais da
amostra (por exemplo, tubos PCR) e os carreadores de tubo,
em comunicacdo com os concentradores de ar-a-ar de onde a
amostra de teste da particula é coletada.

A FIGURA. 9 mostra um exemplo de uma célula de entrega
que pode ser automatizada. As células de sensor (por
exemplo, emitindo células) sdo introduzidas ao sistema por
meio de um arranjo da seringa e da bomba da seringa, que

pode incluir pipetas ou o outro equipamento de entrega.
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Este tipo de conjunto permite a introdugcdo multipla e
simultidnea de células de sensor as amostras da particula
(por exemplo, amostras em camaras de reagao (por exemplo,
tubos) . /

A FIGURA. 12 mostra um exemplo de um conceito do
médulo de centrifuga usado para realizar enrolamento das
amostras da particula ou amostras da célula. Os carreadores
que tém os tubos de amostra sdo introduzidos via um
mecanismo do carregamento em um conjunto de rotor que seja
apropriado para receber os carreadores. O rotor realiza
enrolamento das amostras. O conjunto do rotor estda em
comunicacgdo com os mbdédulos oéticos para a coleta de sinal
(por exemplo, emissdo de féton), e um motor indexado pode
ser usado para permitir o alinhamento das cémaras das
amostras com o detector (por exemplo, mbdédulos do sistema
oético).

A FIGURA. 15 mostra um exemplo de um mbédulo otico.
Dependendo da configuracgdo precisa, o médulo permite uma
pluralidade de teste simulténeo das amostras (por exemplo,
nas camaras de reacdo, tubos). O carreador e os tubos sao

introduzidos na unidade de tal forma que eles estejam em

comunicacdo com os conjuntos de lentes (por exemplo,
refletores integrados, lentes) caso necesséario, e
finalmente um fotodetector (por exemplo, um PMT). O PMT

produz os sinais que s&do emitidos entdo a um processador
para o processamento e a um display.

A FIGURA. 21 ilustra um sensor de projétil seco
/optoeletrdnico integrado. Neste sensor os médulos

descritos acima s&o montados em um arranjo linear com um
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contéiner que mantém 30 carreadores que podem entregar a um
médulo de transporte movido & correia do carreador. Este
médulo de transporte move 0s tubos de ensaio
seqgliencialmente a partir do coletor /para o mbdulo de
entrega de célula ao médulo de centrifugacdo, e finalmente
ao médulo de armazenamento confirmativo de amostra depois
da conclusido da deteccdo de fdéton. O tamanho total deste
sensor integrado é de aproximadamente 54 polegadas de
largura por 33 polegadas de altura pof 22 polegadas de
profundidade.

As amostras primitivas (real world) podem conter

substancias tanto para inibir o ensaio (negativo falso) ou

~causar uma resposta a auséncia de antigeno especifico

(positivo falso). Em muitos casos, estas amostras podem ser
tratadas antes do ensaio para remover estas substéncias.
Por exemplo, as substéncias soluveis tais como detergentes
ou fatores do soro podem ser removidas pela etapa de pré-
centrifugacdo, onde o agente é concentrado no fundo do tubo
e o ligquido é substituido com o meio de ensaio (amostras
Portal Protetor). Os particulados insoluveis, grandes podem
ser removidos da amostra pela filtragdo, usando filtros
comerciais do tamanho de um poro (3-5um) que permite a
passagem do agente, mas retém o contaminador (amostras de
diesel ou da fuligem). As amostras podem ser processadas
rapidamente através dos filtros da seringa, adicionando
somente alguns minutos ao tempo total do ensaio.

Localizagdo de espécime

Como parte do coletor do espécime ou da cémara de

reacgao, os mecanismos diferentes (a excepgao da
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centrifugacdo) podem ser implementados para facilitar o
contato entre células emissoras e particulas candidatas.
Por exemplo, o uso da eletroforese, focagem isoelétrica,
dieletroforese, etiquetou (taqg) magneticamente as
particulas, e da mesma forma em dispositivos bioceletrdnicos
pode ser integrado em um sistema da invencdo. Vide, por
exemplo, Patente U.S. N° 6.017.696 e outras patentes
atribuidas a Nanogen, Inc.; Goater et al., Parasitology
117: S177-189, 1998; e Patente U.S. N° 5.512.439 e
4.910.148 e outras patentes atribuidas a Dynal AS.

Misturando uma amostra aquosa que contém particulas
alvo (as particulas agui podem ser qualquer coisa
reconhecida pelas células emissoras de proteinas/toxinas,
virus, Dbactérias, parasitas, Aacidos nucléicos, etc.) com
uma porcentagem dos meios que contém resultados das células
emissoras no contato da célula de particula que conduz ao
aumento transiente na taxa de emissdo de fdéton. O tempo
entre o inicio do processo de mistura e a taxa maxima de
emissdo depende da resposta caracteristica das células
particulares a estimulagdo assim como © tempo em dgque a
mistura ocorre (o tempo de mistura) e o momento tipico para
gque as particulas e as células entrem em contato apds a
mistura (o tempo da difusdo).

Por causa de uma taxa de fundo de fdétons detectados
existird mesmo na auséncia das particulas alvo (emiss&o da
célula de fundos e ruido térmico no detector de féton e em
sua eletrdnica, por exemplo), os féton emissores das unicas
interacdes da célula alvo podem ser dificeis de distingﬁir

deste fundo. Para ser util como um sinal, deve haver um
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aumento significativo na taxa de fétons detectados sobre
agquele do fundo. Para uma dada amostra, esta taxa é
maximizada quando o tempo de mistura e o tempo da difusé&o
sdo minimizados. Outros sinais possiveis em que a particula
alvo estd presente em uma amostra incluem: um aumento no
numero total de fétons detectados em um periodo de tempo
acima daquele do fundo sozinho, de uma mudanga nas
estatisticas de fétons detectados, ou de uma mudanga nas
qualidades espectrais dos fdétons detectados.

O tempo da difusdo pode ser minimizado reduzindo a
distadncia média entre a particula e a célula apds a
mistura. Isto pode ser realizado localizando as particulas
e/ou as células dentro a um volume pequeno, fredgientemente
uma camada, dentro do volume misturado maior. Entretanto, o
momento de localizar as particulas e/ou as células pode ser
mais longo do que o momento de resposta caracteristica das
células. Mistura entre particulas e células sobre esta
localizacdo prolongada poderd produzir uma taxa mais baixa
de emissdo de féton, e conseqgientemente de um sinal mais
baixo, aumentando o tempo médio entre emissdes. Para evitar
isto, um ou ambos devem estar localizados separadamente, ao
minimizar o contato entre elas. Esta localizagdo pode
igualmente conduzir a um momento de mistura reduzida.

Geralmente, os meios para mover particulas ou células

incluem o seguinte: sedimentacgdo (pela gravidade ou pela

centrifugacao); fluxo fluido (compelido ou convectivo);
forcas elétricas (eletroforese e dieletroforese); forcgas
magnéticas (que usam microesferas magnéticas); e

acusticos/ultrassdnicos (onda estaciondria ou constante).
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A localizacdo exige meios para mover as particulas
e/ou as células combinadas com uma barreira onde as
particulas e/ou as células possam coletar, como a
superficie sdbélida de um canal ou ,um recipiente, a
superficie de um filtro, ou a barreira de energia potencial
que cerca um minimo do campo elétrico. Os exemplos incluem:
sedimentacdo (que localiza células na superficie de uma
camara); colisdo de ar (colidida por bastdo de particulas
ou ajustada em uma superficie de coleta); filtracao (as
particulas ou as células coletadas sobre a superficie ou
dentro do corpo de um filtro); as particulas ou as células
da captacdo de afinidade podem estar localizadas com as
interacdes de ligacdo especificas ou nao-especificas);
captacdo magnética (as microesferas magnéticas foram
retidas contra uma superficie sélida, uma superficie de
filtro, ou no corpo de um filtro por forgcas magnéticas
localizadas; as microesferas podem ou nao podem ter a

gquimica de superficie para promover a fixacdo das

particulas ou das células); electroforese (particulas
somente carregadas; coleta sobre a uma superficie do
eletrodo); e dieletroforese (positivos: coleta das

particulas ou das células sobre a uma superficie do
eletrodo; negativo: coleta em uma regido de campo minimo) .
A localizacdo e a mistura das particulas e das células
podem ser conseguidas combinando os métodos acima, assim
como outros. Na tabela abaixo, os exemplos de varias
combinacdes de localizacido/detector sdo providas. Certo dos
exemplos representativos ilustrando métodos para localizar

as particulas ou as células bidimensionais, permitindo a
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melhoria na sensibilidade ou a

discriminacao entre

particulas diferentes caso uma disposicdo de detectores de

féton (que incluem um CCD) ser usada contra um uUnico
detector de fbéton (tal como um PMT).
EXEMPLO Método de Método Mistura: Detector
localizagéo Delocalizagdo particulas
de células De particu- ou células
las /meios
Centrifuga- Centrifu- Centrifu-gacdo Células/ Unico
gao gagao (curta) (longa) ’Sedimen—
tacao
(cent.)
Célula fluida | Sedimentagdo | Células acima Particulas/ Unico
e fixacdo a de Sedimentacao
superficie Canal (grav.)
superficial
Células Sedimenta- Células acima Particulas/ Formaca
Fluidas gcdo e de Sedimentacéao o de
(linhagens fixagdo de Canal (grav.) imagem
celulares superficie superficial
Maltiplas)
Célula Sedimenta- Captacao Particulas Formacgao
fluida/ cdo e de micro- (em micro- de imagem
Microesfera fixacdo de esferas esferas/
Magnética superficie locali- sedimenta-
zadas ¢do (grav.)
Sedimenta- Células acima Particulas/ Unico
cado e de eletroforese
fixacdo de Canal
superficie superficial
Faixa/ Fluxo (em Colisdo de Células/ Unico
Material Material ar (faixa) Sedimenta-
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absorvente absorvente cdo (grav.)
Colis&o Centrifu- Colisao Células/ Unico
de ar gagdo de ar Sedimenta-
(curta) (faixa) gép (cent.)
Preparacgdao Sedimenta-— Micro- Pérticulas Unico
Unica/ cdo de Esferas (em micro-
Magnética superficie Magnéticas esferas/
Em superfi- Sedimenta-
cie de Cado (grav.)
filtro
Células de Células em Células de Unico
Pasta fluida superficie pasta fluida
de filtro
Fluxo Células Retido em Células de Unico
contrario retidas em superficie contencdo de
superficie de filtro pasta fluida/
de filtro particulas
por centri- para cent.
fugacgdo Compelida
Bobina Superficie Retido em Células/ Unico
dieletro- de filtro fluxo por Sedimen-
forética de | em centri- forga ic tacéo
tubo de fugacgao dieletro- (cent.)
centrifu- forética
gagéao
Dieletro- Sedimenta- Dieletro- Particulas/ Unico
forese de cao e forese de Sedimen-
onda fixacdo a onda tacéao
corrente dieletro- corrente (grav.)

forese de

onda
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corrente
Tubo de Compar- Centri- Células ou Unico
membrana timento fugacgao dieletrofo-
dissolvivel separado (longa) rese de
em membrana | particulas/
dissolvivel onda
corrente
Acustico/ Dissolucdo
Untras- de membrana
sdnico e sedimenta-
cdo(cent.)
EXEMPLOS DE LOCALIZAGAO
Em cada um dos seguintes exemplos, supde-se, a menos
que 1indicado de outra maneira, que a amostra € uma
porcentagem da solucgdo aquosa compativel com vida util
curta da célula, contendo possivelmente particulas alvo
(embora as descrigdes abaixo suponham a presenga de
particulas). Uma amostra aquosa pode ser obtida de
ambiente, <clinico, ar/liquido, chumaco lavado, ou outras
amostras. Uma amostra de ar pode ser obtida de uma corrente
de ar conduzido (amostrador de ar ou coletor de
superficie), da captacdo eletrostatica, ou das particulas

conduzidas por via aérea estabelecidas.

células

células emissoras em meios agquosos que sdo compativeis com

devem ser

suas vida e funcdes.

contato resultam na emissdo de alguns ou varios

Detector de féton Gnico ou de conjunto existe externamente

compreendidas

com o]

significado

As referéncias as

Uma particula e uma célula postas em

fétons.

a cémara em que a amostra e as células sdo misturadas,

de
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pode haver uns elementos Oticos adicionais para realgar a
captacdo e a detecgcdo de fétons emissores (tais como
espelhos, lentes, canos de luz, etc.) tanto do lado externo
guanto do lado interno da céamara. As /cédmaras também sao
adotadas como parcialmente ou totalmente transparentes ou
para ter outros meios que permitam que os fétons emissores
alcancem o detector. As descricgdes adicionais de
modalidades especificas da invengdo sdo providas nos
exemplos.
Centrifuga

Uma amostra pode ser centrifugada em uma cémara por
um momento suficiente para sedimentar as particulas. As
células podem ser introduzidas & cémara sem perturbar as
particulas e momentaneamente ser centrifugadas para
sedimentéd-las nas particulas. A detecgdo do fdéton pode
ocorrer durante ou, mais tipicamente, apdés o enrolamento.

Captagcido de afinidade (capta¢do de superficie)

Uma amostra pode ser introduzida em um tubo de
microcentrifugacdo, na placa de multipog¢o, na unidade de
filtro, ou em outro dispositivo apropriado onde alguma
porcdo da superficie em contacto com a amostra foi
modificada para poder ligar e reter as particulas gque podem
estar presentes na amostra com as interagdes de ligacgao

especificas ou ndo-especificas. A 1ligagcdo ndo-especifica

pode ser causar o avanco via as interacdes
eletrostaticas/troca idénica, interacdes hidrofdébicas,
intera¢des hidrfilicas, etc. A 1ligagcdo especifica pode

causar o avango pelos componentes de imobilizacdo para a

superficie que se liga aos substratos nas particulas (por
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exemplo, anticorpos, receptores, glicoproteinas, proteinas,
pepetideos, hidratos de carbono, oligonucleotideos, etc.),

ou pelos componentes de imobilizagcdo que sdo ligados pelos

receptores na superficie das particulas (moléculas
pequenas, pepetideos, proteinas, hidratos de carbono,
etc.).

Captacido de Afinidade (Para Substrato Modvel)

Similar & captacdo de afinidade em uma superficie, mas
sendo em particulas sdo ligados aos substratos mdbveis
(microesferas poliméricas , células, moléculas carregadas,
microesferas magnéticas, bactérias, etc.) que provéem meios
adicionais de mover e/ou de localizar as particulas ou as

células pelos varios métodos que incluem aqueles descritos

neste.

Células emissoras

Células emissoras podem ser introduzidas a uma célula
de fluxo superficial e ter permissdo de se unir a
superficie inferior; as células ndo-aderentes podem ser
removidas pelo fluxo adicional. Uma amostra é introduzida,
deslocando muitos meios de célula, e as particulas podem
sedimentar para fora das células unidas. Os fétons séao

emitidos enquanto as particulas contatam células.

Célula de Fluxo (Linhagens Celulares Maltiplas)

Similar a célula de fluxo, com as regides distintas de
célula emissora sensivel as particulas alvo diferentes. A
deteccdo de foéton pelo detector da imagem latente para

permitir a identificac¢do de quais células sao estimuladas,
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e, conseqglientemente, que alvejam particulas que estao
presentes na amostra.

Célula de fluxo (microesfera magné?ica)

Isto é similar & Célula de Fluxo. As microesferas
magnéticas apropriadas sdo misturadas com a amostra,
permitindo que as particulas alvo unam-se as microesferas.
Estas microesferas envolvidas podem ser introduzidas na
célula de fluxo onde um campo magnético localizado forte
(devido a um im& permanente ou a um eletroimd) as captura
na superficie acima das células unidas. Mistura pode ser
iniciada removendo a forca magnética e permitindo que as
microesferas se sedimentem nas células, ou movendo a forca
magnética para atrair as microesferas para a superficie a
que as células sdo unidas.

Célula de Fluxo (Campo Elétrico)

Similar a Célula de Fluxo, com a superficie para a
qual as células se unem e um paralelo para esta estar
separada de eletrodos (pelo menos um de tais deve ser
transparente). Uma amostra pode ser introduzida, deslocada
muito dos meios da célula. Uma tensd3o CC apropriada é
aplicada entre os elétrodos e as particulas que sdo movidos
para as células unidas pela eletroforese.

Faixa/Material Absorvente

Uma amostra de ar, contendo possivelmente particulas
alvo, pode ser colidida em uma superficie transparente, que
possa ser rigida ou flexivel (por exemplo, uma faixa),
porosa ou nao porosa. Um material absorvente ou wick pode
ser unido, cercando a &rea de colisdo ou, no caso de uma

superficie porosa, no lado oposto dessa superficie. As
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células podem ser colocadas na area de colisao, e, devido
ao material absorvente, os meios excessivos serao
absorvidos, reduzindo o volume e a profundidade dos meios
gue carregam as células e que as trazem/para mais perto das
particulas. As células sedimentam para fora nas particulas
colididas ou, s&o extraidas adicionalmente para elas pelo
fluxo caso a superficie seja porosa em relacdo ao material
do material absorvente por detras.
Colisao de Ar

Uma amostra de ar, contendo possivelmente particulas
alvo, pode ser colidida dentro de uma camara (reparada e
inicialmente esvaziada) que é apropriada para a
centrifugagdo. As células podem ser introduzidas a cémara
sem interromper as particulas e momentaneamente ser
centrifugadas para serem sedimentadas nas particulas. A
detecgcdo do féton pode ocorrer sem, durante, ou, mais
tipicamente, apdés o enrolamento.

Dispositivo de Filtro/Microesfera Magnética

Um dispositivo de filtro sem seringa modificado ,
consistindo em uma cadmara e em um émbolo apropriado
(Whatman™, Mini-Uniprep™, ou similares), pode ser carregado
pelas células que tém a permissdo de se unirem a superficie
de fundo da cdmara; as células ndo unidas podem ser tiradas
ao lavar. Uma amostra pode ser introduzida a cé@mara junto
com microesferas magnéticas com uma afinidade de superficie
apropriada. Um émbolo modificado por um apropriado ima
inserido no interior e fixo préximo a parte traseira do
filtro pode ser inserido dentro da cé&mara até gque o ar

capturado escape através do filtro. Este conjunto pode ser
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invertido e (possivel apdés um momento em que se permite que
as microesferas se sedimentem na superficie do filtro) a
camara foi puxada para baixo do atuador/ As microesferas e
as particulas magnéticas podem se acumular na superficie do
filtro pela filtracdo, pela sedimentacdo, e pela atracéao
magnética. As particulas podem se unir as microesferas
magnéticas ou ser travadas entre elas. Para reinverter o
conjunto, das particulas, sao mantidos fora das células
pelas microesferas magnéticas que, sdo mantidas por sua vez
pelo ima dentro do émbolo. A remocgdo desse imd libera as
microesferas, e as particulas, que se sedimentam através da
distancia curta das células.
Células Passadas de Fluxo

Uma ou varias camadas de células podem estar com
permissdo para se sedimentarem na superficie de um filtro
ou membrana apropriada no fundo de uma cé&mara. Uma amostra
pode ser introduzida a cémara acima das células e ser
aplicada pressédo (pelo émbolo ou pela bomba externa, por
exemplo). Na medida em que os fluxos de amostra passam
pelas células, que estdo em contato intimo, as particulas
sdo trazidas para dentro do limite de perto das células,
permitindo o contato.

Fluxo Contrario

Uma ou varias camadas de células podem ter permissdo
para se sedimentarem na superficie de um filtro ou de uma
membrana apropriada no fundo de uma cédmara “de célula”. Uma
amostra pode ser colocada em uma camara “de amostra”
separada que € conectada por algum canal de fluxo a cémara

da célula em um ponto abaixo do filtro. As cémaras podem
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ser dispostas de acordo com uma outra tal como, em uma
centrifuga, a camara de amostra estd mais préxima do eixo
de rotacdo; o nivel do fluido na cémara/de amostra que esta
mais prdéxima do eixo de rotagao do queho fluido na cémara
de célula. Por meio disto, durante a rotacdo da centrifuga,
o fluido fluird entre as cdmaras gque buscam uma disténcia
comum do eixo de rotagdo. Isto pode forgar alguma das
amostras para cima do filtro que suporta as células e
passar as células que estdo sendo maﬁtidas contra esse
fluxo pela forca centrifuga de fora. Na medida em que os
fluxos de amostra passam pelas células, dgque estdo em
contato intimo, as particulas sdo trazidas para dentro do
limite préximo das células, permitindo o contato.

Filtro de Tubo Centrifugo

Uma amostra pode ser introduzida no cesto de filtro de
um filtro do tubo centrifugo com um tamanho de interrupgéo
apropriado. Sob condicgcdes apropriadas da centrifuga, a
amostra serd& forcada através do filtro, acumulando as
particulas maiores do que o tamanho de interrupg¢do na
superficie do filtro. As células podem ser adicionadas ao
cesto de filtro e sofrer uma rapida centrifugacdo para
trazé-las a superficie do filtro e das particulas.

Retenc¢ido Dieletroforética

Similar a célula de fluxo, mas sendo gque com OsS
eletrodos apropriados ou algumas das superficies ou das
projegdes dentro da célula de fluxo. Uma amostra pode ser
introduzida pelo fluxo continuo passando pelos eletrodos,
que pode estar conectado e eletricamente conduzido para

junto a fonte externa. Para uma combinacdo apropriada de
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taxa de fluxo, freqiiéncia, forma de onda, e amplitude,
particulas podem ser guiadas a e capturadas em uma regido
de intensidade de campo elétrico minimo acima das células
pela dieletroforese negativa. Apds o fld;o ter parado e ter
mudado a impulso elétrico dos elétrodos (que 1incluem
possivelmente uma tensdo CC entre alguns eletrodos para
criar uma forca eletroforética), a particula pode
sedimentar ou ser conduzida (pela eletroforese ou pela
dieletroforese positivo) nas células unidas.

Dieletroforese de Ondas Correntes

Em uma camara cilindrica superficial, os eletrodos
apropriados (talvez transparentes) podem ser fabricados em
uma ou em ambas as faces paralelas, incluindo um eletrodo
planar central para coletar particulas, um elétrodo em
torno da margem, e um conjunto de eletrodos espirais (tanto
na mesma superficie quanto no centro ou na superficie
oposta). Uma amostra pode ser introduzida a cémara, e a um
CC potencial aplicado entre os eletrodos periféricos e
centrais para atrair as particulas para o eletrodo central
pela eletroforese. Por uma troca de fluidos, as células
podem ser introduzidas a cémara. Energizar os eletrodos
espirais com as tensdes AC de deslocadas apropriadas pode
varrer (sweep) as células para o centro pela dieletroforese
de ondas correntes, onde elas podem sedimentar nas
particulas.

Tubo de Membrana Dissolvida

O uso pode ser feito em uma membrana dissolvivel em
ouro eletricamente atuada para manter o isolamento entre

particulas alvo e células emissoras durante a localizagao
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das particulas pela sedimentagdo centrifuga. Tanto as
particulas podem ser sedimentadas em uma membrana sobre as
células (como mostrado na FIG. 20), quanpo as células;podem
ser retidas fora do fundo da cémara pér uma membrana que
tem a excepa fundo de uma cémara separada (talvez uma
insercdo). Em um ou outro caso, depois que a membrana tem
de ser dissolvida pela ativagdo elétrica, as particulas e
as células sdo misturadas (mixed) pela sedimentacao,
possivelmente uma centrifuga.
AcuUsticos/Ultrassdnicos

A concentracdo de particulas pode ser realizada pela
utilizacdo de sinal acuUstico ou ultrassénico. As particulas
podem acumular em ndés em um padrdo de onda de lixamento, ou
ser mdéveis por um padrdo de ondas correntes. As células
podem igualmente ser movidas desta maneira, ou ser
entregues por alguns de diversos meios discutidos acima.

Detecgdao de toxina

A fim de detectar antigenos monovalentes, é necessario
induzir a reticulagdo dos anticorpos de superficie usando
uma de duas estratégias gerais. Primeiramente, um pode
expressar dois locais de ligacéo independentes na
superficie da célula, tais que duas moléculas do receptor
possam se ligar a um uUnico ligandoo. Alternativamente, um
local de ligacdo pode ser expresso na superficie da célula
caso o ligandoo seja apresentado a célula de uma maneira em
que parece ser polivalente. Os seguintes sdo exemplos
especificos sendo usado o modelo de reconhecimento de

antigeno de anticorpo.
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Primeiramente, dois anticorpos podem ser exXpressos na
superficie de uma Unica linhagem celular, cada um
especifica para epitopos diferentes de uma molécula
individual (epitopos 1 e 2). A ligégéo de wuma uUnica
molécula a dois anticorpos (um anticorpo contra o epitopo 1
e um outro anticorpo contra o epitopo 2) iniciaria a
reticulacdo e a emissdo de luz. Mais especificamente, uma
Unica linhagem celular B é projetada para expressar dois
anticorpos independentes, cada um reconhece um epitopo
diferente em uma uUnica molécula. A presenga de antigeno
monomérico é agora capaz de ligar os anticorpos de
superficie, tendo por resultado Ca?' intracelular aumentado
e emissdo de luz por aequorin. Uma linhagem celular dgue
expressasse anticorpos funcionais contra os Y. pestis e F.
tularensis (além do anticorpo PC expressado endogenamente)
foi testada (vide Exemplos). Cada um destes agentes &
reconhecido independentemente por esta linhagem celular,
indicando que ambos os anticorpos sdo funcionais e
demonstrando que as células emissoras sdo capazes de
expressar dois anticorpos funcionais simultaneamente.

Um outro ensaio potencial ¢é a sensibilidade do
dispositivo e dos métodos optoeletrdnicos a um antigeno que
nido possa ser peletizado usando a forga centrifuga. O
antigeno F1 de Yersinia pestis existe como um polimero de
baixo peso molecular na solugdo, e é conseqglientemente nao
sedimentdvel em nosso ensaio. Entretanto, as células B que
expressam o anticorpo contra o Fl sdo capazes de detectar o
antigeno soluvel de Fl em 5 ng/ml. Isto se compara

favoravelmente com as técnicas atuais do imunoensaio e
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demonstra que o dispositivo optoeletrdnico pode ser
completamente sensivel aos agentes soluveis. Uma
experiéncia complementar foi realizada usando-se o antigeno
do fosforilcholina conjugada a albumina de ovo. A
habilidade deste antigeno pequeno de estimular o anticorpo
reticulado na superficie da célula indica que este antigeno
do peso molecular baixo, contendo cépias multiplas de
epitopos de PC, é capaz reticular eficazmente os anticorpos
de superficie e gerar a emissdo do influxo e do féton de
calcio.

Uma segunda estratégia pode melhorar o limite de
detecgcdo para os antigenos monovalentes mostrados acima
aproveitando-se o formato centrifugo. Esta abordagem
utiliza um esquema onde um dos anticorpos da toxina é
expresso na superficie das bactérias benignas e do segundo
anticorpo na superficie de células B. A toxina pode agora
ser sedimentada pela centrifugacao, e as células B
expressam o0 segundo anticorpo adicionado. Pela razdo dos
antigenos multiplos serem imobilizados na superficie das
bactérias, a toxina parecerd essencialmente polivalente a
célula B, e iniciard um evento de reticulacdo e emissdo de
féton. Mais especificamente, o anticorpo contra o epitopo 1
de um antigeno monomérico (por exemplo, toxina) é expresso
na superficie das bactérias. A toxina soluvel 1liga-se a
estes anticorpos, revestindo as bactérias com o antigeno da
toxina. Estas bactérias de toxina revestidas sao
sedimentadas pela centrifugagdo antes da adicdo de células
B que expressam o anticorpo contra o epitopo 2. Reticulacdo

de anticorpos de célula B resulta na emissdo de luz pelo
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aequorin. Os resultados experimentais desta estratégia
demonstram a praticabilidade de detecgdo de antigenos de
superficie bacterianos, e a sensibilidade aumentada resultando
da sedimentacdo dagquelas bactérias antes ga adicdo de células
B. As abordagens similares podem igualmenté ser usadas para que
qualquer agente mal sedimentado melhore sua apresentacédo as
células B.
Reticulagéo

A reticulacdo de particulas alvo pode ser conseguida
por qualquer dos meios conhecidos. Por exemplo, reticulacgao
pode ser <conseguida usando um ou VAarios agentes ou
moléculas intermedidrias tais como um peptideo, um
anticorpo, um composto guimico, um anticorpo, biotina,
estreptavidina, além disso, reticulacgdo pode ser realizada
via a ligagd@o covalente ou ndo-covalente. Os métodos para
reticulagcdo igualmente incluem a precipitacdo ou a fixacgéo
de uma fase sdélida via os ligandos, os anticorpos ou os
grupos funcionais quimicos, como sdo conhecidos na técnica.

Ensaios de Multiplexagao

A seguir estd uma descricdo de como as misturas da
célula B podem ser usadas para aumentar o numero de
antigenos detectdveis sem aumentar o numero dos canais de
detecgdo (tubos, etc.). A maneira mais simples de detectar
analitos maltiplos é usar um unico tipo da célula emissora por
canal de detecgcdo e aumentar o numero de ensaios da célula
aumentando o numero de canais da detecgdo. Isto é aceitéavel
para um pequeno numero de ensaios, mas a medida que aumenta o
numero de analitos adicionados, © processo torna-se mais

complexo e o recurso intensivo. E possivel, entretanto,
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conduzir até 31 testes com controles negativos simultaneos
somente em um sistema de 5 canais caso as linhagens celulares B
diferentes sejam misturadas ao mesmo tempo.

Como um exemplo, caso se tenha um unico canal, pode-se
no maximo detectar um uUnico ensaio de célula B. CASO,
entretanto, tenha-se dois canais, entdo pode-se detectar 3
ensaios separados, onde cada canal contém uma mistura igual
de 2 das 3 linhagens celulares B separadas:

Por exemplo, caso tenha-se 3 linhagens celulares B: A, B, C

E misturam-se elas dentro dos dois canais dessa forma-

2 Canais 1: A,B Canal 2: B, C

Entdo existem trés possibilidades positivas de leitura

(readout) :

Canal 1 Canal 2

Sim N&o Indica que somente
A estd presente

N&ao Sim Indica gque somente
C esté& presente

Sim Sim Indica que somente

B estéa presente
(ou que mais do
gque um agente esta
presente, o} que
considera-se

improvavel no

momento)

Similarmente, caso tenha-se 3 canais, pode-se detectar
7 ensaios independentes, misturando-se grupos de quatro

linhagens celulares ao mesmo tempo.
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(A estenografia conveniente serd utilizada daqui por
diante onde as linhagens celulares para agentes individuais
sdo rotuladas A através de uma letra ,que corresponde ao
numero de linhagens celulares, e o0s nUmeros de canal serao
escritos para indicar que canais sd&o exigidos para detectar
positivamente cada agente individual como se segue-123:
canais 1,2,3 de meio F todos devem ser de registro positivo

para o ID F).

Canal 1 Canal 2 Canal 3 Canal 4
A,B,G,F, B,C,H, I F,C,D,I D,E,G,H
I,K,L,M J,L,M,N J,K,M,0 J,K,L,M
1:A 23:C 123:I 1234:M
2:N 24:H 234:3
3:0 34:D 134:K
4:E 12:B 124:L

13:F

14:G

Uma fdérmula gque personifica a razdo que descreve
simplesmente o nUmeroc de ensaios independentes que podem
ser acessados por um dado numero de canais, coloca que
todos o0s ensaios sdao misturados na mesma proporcdo é:

#Ensaios de célula=2" -1 onde n é o numero de canais

E o numero de ensaios de célula que precisam ser
misturados em cada canal é dado por 2™,

Assim, para se misturar ao mesmo tempo 16 linhagens
celulares B diferentes, 5 canais sdo necessarios para
examinar 31 ensaios diferentes. O projeto para um sistema
de 10 canais poderia, de fato, ser usado para prover 1D

para 31 agentes separados com o0s controles negativos
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simultaneos (5-canais de ID positivo, 5-canais de controle
negativo) .

As misturas de canal e a correlagdo positiva de
deteccdo para um sistema de 4 cdnais (15 ensaios
diferentes) sdo mostradas abaixo:

Canal 1 Canal 2 Canal 3 Canal 4
A,B,G,F B,C,H,I F,C,D,I D,E,G,H
I,K,L,M J,L,M,N J,K,M,0 J,K,L,M
1:A 23:C 123:1I 1234:M
2:N 24:H 234:30
3:0 34:D 134:K
4:E 12:B 124:L

13:F

14:G

Sem elaborag¢do adicional, acredita-se dque a pessoa

qualificada pode, baseando-se na divulgagdo acima e nos
exemplos abaixo, utilizar a presente invencdo em toda a sua
extensdo. Os seguintes

exemplos devem ser interpretados

como meramente ilustrativos de como o versado na técnica
pode praticar a invencdo, e ndo sdo limitativas do restante
da divulgacdo de nenhuma maneira.
EXEMPILOS
A FIGURA 1 é um diagrama esquemdtico que mostra os

componentes celulares gerais da invenc¢do. Uma célula (aqui

uma célula B) que contém uma molécula emissora

(aqui
aequorin) tem os anticorpos presentes em sua superficie.
Estes anticorpos s&o especificos para um antigeno em uma
particula alvo, tal como um agente de guerra bioldgica. A

ligacdo da particula alvo aos anticorpos na célula B traz
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dois ou mais anticorpos fechados entre si na superficie da
célula, causando uma cascata que de transducdo de sinal que
conduz a liberacéao de célcio de armazenamentos
intracelulares dentro do citoplasma. Este aumento na
concentracdo ciltoplasmdtica do calcio faz <com que o
aequorin emita um féton. O féton entdo é capturado e
registado por um dispositivo multiplicador de foto, tal
como um CCD. Assim, um biossensor celular pode ser
executado usando as células que tém anticorpos de
superficie funcionais e que contém uma molécula emissora
citoplasmatica gque responda a concentracdo aumentada do
cadlcio.

Tal como um sistema de deteccdo de Baseado em célula
prové a detecgdo répida, sensivel, especifica, exata, e
flexivel de qualquer antigeno em qualquer particula alvo.
Com respeito a flexibilidade, o sistema pode ser modificado
para alvejar qualquer particula ou grupos de particulas. Em
um exemplo, uma Unica célula emissora pode conter uma
pluralidade de tipos do anticorpo, cada tipo sendo
especifico para grupos ndo-sobrepostos de particulas alvo.
Esta Unica célula emissora pode entdo ser usada para
identificar imediatamente um género da espécie da particula
alvo.

Em um segundo exemplo, uma cdmara da reacdo pode
conter dois tipos de células emissoras. Um tipo de célula
emissora contém os anticorpos que sdo especificos para um
género de particulas alvo (por exemplo, bactérias) e emite
um féton de um primeiro comprimento de onda em resposta ao

contato com qualquer membro do género. O segundo tipo de
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célula emissora contém os anticorpos que s&o especificos
para uma espécie particular dentro do género (por exemplo,
Yersinia pestis) e emite um féton de um segundo comprimento
de onda diferente do primeiro comprimento de onda em
resposta ao contato com a espécie. Este arranjo oferece a
exatiddo extremamente elevada reduzindo ou eliminando
sinais positivos falsos. Somente quando os fdétons do
primeiro e segundo comprimento de onda s&o detectados, um
evento positivo seré registrado. Este assentamento de
especificidades da célula emissora pode ser estendido a
mais de dois niveis quando necessario para reduzir ou
eliminar sinais positivos falsos.

A FIGURA 2 € um diagrama esquemdtico de uma
arquitetura geral e do uso do ambiente para a invencéao.

A FIGURA 3 é um diagrama esquemdtico da biologia
molecular empregada em uma modalidade da invengdo. Neste
exemplo, uma linhagem celular B universal expressa uma
molécula emissora (por exemplo, aequorin), mas ndo expressa
anticorpos transformando a base para gerar as células B que
podem expressar todo o anticorpo especifico para qualquer
antigeno. Um vetor da expressdo do anticorpo é introduzido
na célula B universal, selecionado para a presenga do vetor
de expressdo, e expandido para o uso em um sistema de
detecgdo da invencdo. Usando esta estratégia, conjuntamente
com pDisplay e VKExpress (descritos na secgdo acima
"Anticorpos"), células emissoras de alvo especifico foram
geradas para uma variedade de alvos. Células emissoras
especificas para o virus da doencga da Febre Aftosa (FMDV),

virus Venezuelano da Encefalite Equina (VEE), Yersinia
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pestis, Francisella tularensis, Brucélulaa spp., as cepas
0Ol e 0139 de Vibrio cholera, e virus do orthopox foram
produzidos. O cDNA e a seqiiéncia para as regides variaveis
do anticorpo de FMDV foram obtidos a partir do USDA. Os
cDNAs e as seqiiéncias para os Yersinia pestis, Francisella
tularensis, Brucélulaa spp., © anticorpo das cepas 01 e
0139 de Vibrio cholera de regides variadveis foram obtidos a
partir dos investigadores em NMRC. As regides variaveis dos
anticorpos VEE e orthopox foram clonadas dos hibridomas
obtidos do CDC e do USAMRIID, respectivamente. O virus da
doenca Febre Aftosa (FMDV), Yersinia pestis, Frahcisella
tularensis, e virus Venezuelano da Encefalite Equina (VEE)
sd3o responsaveis para a doenca Febre Aftosa, a Praga,
tularemia, e a encefalite, respectivamente. A clonagem dos
hibridomas foi feita com uma combinacdo inicial descrita em
diversos artigos publicados. As células emissoras
especificas para o Bacillus globigii estdo sendo produzidas
porgue esta bactéria ndo-patogénica ¢é usada por algumas
agéncias militares como um  organismo de teste em
experiéncia de campo de sistemas de detecgdo de agente de
guerra bioldégica. A FIGURA 5 inclui um grédfico linear que
mostra a resposta da emissdo do féton quando diversos
clones de células emissoras FMDV  especificas foram
contatadas com alvos vivos de FMDV. Em cada caso, as
células emissoras gueimaram fétons dentro de
aproximadamente 20-30 segundos apdés o contato entre o alvo
e as células. S&o incluidos no grafico os dados que mostram
uma falta da emissdo gquando um mutante FMDV (tendo a uUnica

mutacdo do aminodcido na proteina viral de revestimento)



10

15

20

25

104/272

que nao seria esperado que se ligasse a célula emissora foi
contatado com um clone da célula emissora. O controle
negativo suporta a especificidade eleva?a que ¢é construida
no sistema de deteccgao.

As varias configuracdes de um arranjo de tubo de
centrifuga e de fotomultiplicador (PMT) podem ser
incorporadas em um sistema da inveng¢do. O arranjo inclui um
rotor (motor) que gira um tubo de microcentrifuga da
amostra a partir de um cabo de balango e inclui um tubo do
contrapeso em uma posicdo fixa. O PMT é mostrado no fundo,
direcionando-se para cima para a extremidade inferior do
tubo de amostra em repouso. Em uma experiéncia tipica para
uma particula alvo que é menor do que a célula emissora, a
amostra liquida de contencdo é colocada no tubo de amostra
e centrifugada sob as circunstancias suficientes para
sedimentar a maioria das particulas a parte inferior do
tubo (por exemplo, 60 segundos no Francisella tularensis de
5600 x g). Uma suspensdo de células emissoras entdo ¢é
mergulhada na amostra no tubo (de modo a ndo interromper as
particulas sedimentadas) e girada momentaneamente para
peletizar as células no contato com as particulas alvo.
Caso as particulas alvo estejam presentes nas particulas
candidata, os fétons de um comprimento de onda especifico
devem ser emitidos das c¢élulas e ser capturados e
registados pelo PMT.

Em modalidades especificas, o PMT pode ser um
Hamamatsu HC 125-08 PMT fazendo interface com os sistemas
SR400 pesquisa Stanford - Dois Canais de Contador de féton

bloqueado. A centrifuga pode ser uma Sapphire de 17 voltas,
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18.5 AWG, motor de 5 ampéres que tem uma configuracao de
balde de wvaivém.

O tubo de centrifuga (camara d%. reagdo) pode ser
alterado e aprimorado como necessario para auxiliar no
contato entre particulas candidatas e células emissoras. Em
uma modalidade mostrada na FIG. 20, o tubo contém um
compartimento anexado que prende células emissoras pré-
carregadas no fundo do tubo. Este compartimento é separado
do descanso do tubo por uma membrana de anodo dissolvivel
em ouro. Na operacdo, as mesmas particulas candidatas séo
depositadas no tubo e sofrem rolamento para concentrar
particulas candidatas na membrana. A membrana é dissolvida
entdo, e o tubo é girado momentaneamente para contatar as
particulas com as células emissoras. Este sistema
dissolvivel de membrana é descrito por Langer e por colegas
in Angewantde Chimie International Edition 39:2396-2407,
2000; e Natutre 397:335-338, 1999.

As etapas no processo de centrifugagdo podem ser
automatizadas ou alternativamente projetadas de modo que o
usuadrio ndo necessite parar a centrifuga de nenhuma
maneira. Por exemplo, a introdugdo e a remocgdo dos liguidos
e das amostras podem ser realizadas sem a necessidade de
parar o rotor adaptando as caracteristicas mecénicas de
centrifugas preparadas (por exemplo, ultracentrifugas)
disponivel dos Instrumentos Beckman. Além disso, pode ser
desejavel detectar a emissdo do fbéton enquanto as forgas
centripetas ainda estejam sendo aplicadas (por exemplo,
quando o contato entre células emissoras e particulas alvo

é instdvel sem centrifugagdo). Para detectar os fdétons
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emissores do tubo de amostra enquanto este esta girando, o
PMT pode ser arranjado em uma posigdo radial relativa ao
eixo do rotor. Na maioria dos casos, ¢ PMT neste arranjo
ndo precisa girar Jjunto com o tubo de amostra, mas
preferivelmente pode ser estacionarios e simplesmente de
emissdo de registo de fétons quando o tubo de amostra passa
na frente do PMT. Caso o sinal de emissd@o seja muito fraco,
entdo o detector (por exemplo, PMT, chip CCD) podem ser
acoplados ao rotor e ser girados Jjunto com o tubo de
amostra. Alternativamente, PMrs multiplo podem se pdr em
torno de uma circunferéncia de um rotor para detectar
emissdes.

Caso as amostras mualtiplas sejam giradas no mesmo
rotor, o posicionamento ou o tratamento dos sinais do PMT
podem ser alterados caso necessario. Em uma modalidade, o
rotor acomoda 4 tubos de amostra, cada um contendo células
que sdo emitidas no mesmo comprimento de onda. Para
diferenciar as emissdes que se originam de uma amostra
sobre as emissdes de outra, um uUnico PMT radial alinhado
pode detectar emissdes continuamente. Os dados da emissao
continua sdo resolvidos entdo usando um tracgo do
sincronismo do rotor, que monitora a poéigéo de cada
amostra sobre o tempo, para alocar as emissdes a cada
amostra. Outras variacdes sdo compreendidas como estando
dentro da invengé&o.

Por exemplo, a FIGURA 17 é um desenho esguematico de
dois tubos de reacdo acoplados a um rotor, com dois PMTs
alinhados abaixo dos tubos. Em uma posigao de descanso, ©

rotor posiciona cada um dos tubos abaixo do PMT



10

15

20

25

107/272

correspondente, usando o codificador da posigcdao de rotor.
Em um outro exemplo, o sistema de centrifugacdo dque &
mostrado na FIG. 17 pode ser integrado com um coletor de
amostra de ar para conseguir o sistema ﬁﬁstrado na FIG. 18.
O tubo radial do projétil de aerossol pode incluir qualquer
tipo de monitor de particula, tal como descrito em Patente
U.S. N° 5.932.795 e em referéncias mencionadas neste. Em
ainda outro exemplo, o sistema descrito na FIGURA 18 pode
ser alterado somente no caso de um PMT alinhado radial em
relacdo ao eixo do rotor ser exigido, como mostrado na
FIGURA 19. Como discutido acima, as emissdes registradas
pelo PMT sdo determinadas como sendo cada tubo de amostra
usando-se o codificador de eixo.

Referindo-se novamente a FIGURA 17, os componentes
fluidos gque incluem, mas ndo se limitam a, suspensdes de
células B projetadas para reconhecer bioagentes
especificos, solugdes de tampdo, conservantes, meio de
cultura de célula, podem ser colocados em cada um dos
diversos tubos de centrifuga, misturado com uma suspensao
liguida de ©particulas de amostra que seja coletada
previamente das amostras de aerossol em particulas
separadas de um processo ndo possa incluir, mas ndo estar
limitado a, proteinas, peptideos, produtos quimicos, virus,
bactérias em forma vegetativa e de esporo, esporos de
fungo, grdos de pdlen, protozoarios, células derivadas de
sangue ou tecido, e em fragmentos destes ou separados ou
conjuntamente com particulas de carreador tais como a
poeira. Quando o motor da rotagdo €& ligado, os tubos de

centrifuga balangcam para fora em uma posigdo radial, e as
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células B e/ou as particulas da amostra sdo conduzidas ao
fundo dos tubos de centrifuga em taxas que dependem do
tamanho e da densidade das particulas. A seqliéncia exata
por meio da qual a célula e os liqugdos da amostra de
contengao sao adicionados e centrifugados pode ser
personalizada baseando-se em suas velocidades em relacgcao a
sedimentacdo para maximizar o sinal. Geralmente, espera-se
gue a saida maxima de foéton possa ser obtida das particulas
que se sedimentam mais lentamente do que células B girando
estas amostras (pré-giro) nos momentos apropriados que
antecedem a adicdo de células B e girando para as deixar em
contato. Para as particulas sedimentadas em taxas similares
ou mais réapidas do que as células B, uma unica rotacgdo dos
componentes misturados da amostra e da célula B iniciara a
saida de féton maximo de sistema. Os dados dos analisadores
de tamanho de particula (que incluem, mas nao estao
limitados as unidades de BAWS, e aos analisadores fluidos
da particula) incorporados a montante do dispositivo de
centrifugagéao podem ser usados para determinar
automaticamente a seqliéncia oétima da operacdo e para
iniciar a manipulacéo automatizada controlada por
computador apropriada da amostra.

Quando o "ciclo de rotacgdo" é terminado e o rotor
chega a uma parada controlada em uma posicdo predeterminada
controlada pelo codificador de motor e de eixo de rotacgao,
os bracos do péndulo giram sob a forca da gravidade de modo
que os fundos dos tubos de centrifuga sejam apresentados a
superficie sensivel dos tubos de fotomultiplicador, e todos

os sinais de 1luz sejam gravados entdo. Em uma versao
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modificada desta execucao, um unico tubo de
fotomultiplicador pode ser posicionado no raio méaximo da
configuracdo do rotor/tubo e ser usado para coletar féton
/
de cada tubo enguanto passam pela supérficie sensivel do
tubo de fotomultiplicador na sucessdo. A saida do féton
medida a partir dos tubos individuais pode ser atribuida e
combinada com base na monitoracdo do sistema de codificacgao
do eixo.

Referindo-se novamente a FIGURA 18, o processo de
coleta das particulas de aerossol ¢é integrado com O
processo de levar as particulas de aerossol ao contato com
as células B. Aqui, os tubos de centrifuga s&do anexados aos
bragcos do péndulo que permitem que eles cubram as
extremidades dos tubos radiais do projétil ao girar, e a
amostra do aerossol é induzida para fluir na entrada da
amostra pelas forcas centrifugas que atuam no ar nos tubos
radiais de rotacdo de projétil (pode ser auxiliado como
necessario por unidades adicionais do ventilador). A alta
velocidade das particulas do aerossol ocasiona a colisdo de
fluxo de particulas de aerossol na superficie interna do
tubo de centrifuga ou na superficie de um liquido contido
nos tubos e resultada na captagdo das particulas na
superficie do tubo ou no liquido, respectivamente. Quando
um liquido estd presente, as pressdes centrifugas que atuam
no liquido equilibrardo a forga dada pelo fluxo de ar de
alta velocidade exigido para a captacdo da particula no
liguido e impedirdo que seja fundida para fora pelo ar de
colisdo. As particulas de aerossol sdo retidas depois da

colisdao com a superficie ou o liquido do tubo e no caso da
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coleta liguida, forgadas para fluir radialmente para fora
desse modo fornecendo concentragdes locais aumentadas da
particula no raio maximo (o fundo do tubo de
centrifugacao). Adicionando células B e/girando—as na zona
localmente concentrada de particula depois da fase da
coleta iniciard a saida do féton. Alternativamente, as
células B podem estar presentes no liquido durante a coleta
e a saida de luz monitoradas em tempo real enguanto gira em
um unico tubo de fotomultiplicador (FIG. 19). Em uma versao
modificada desta implementacdo, os componentes fluidos (que
incluem, mas ndo estdo limitados as amostras da particula
coletadas via um coletor alternativo de biocaerossol, e das
suspensodes de células B projetadas) poderiam ser
adicionados as entradas, e as forgas centrifugas que podem
ser usadas para distribui-los aos tubos.

Quando o "ciclo de rotacdo" é terminado e o rotor
chega a uma parada controlada em uma posicdo predeterminada
controlada pelo codificador do motor e de eixo da rotagao,
os bracos do péndulo giram sob a forga da gravidade de modo
que o fundo dos tubos de centrifuga seja apresentado a
superficie sensivel dos tubos do multiplicador de foto, e
entdo todos os sinais de luz serdo gravados. Em uma versao
modificada desta modalidade, um tnico tubo de
fotomultiplicador pode ser posicionado no raio maximo do
rotor/tubo de configuracdo e usado para coletar fdéton de
cada tubo quando eles passam pela superficie sensivel do
tubo de fotomultiplicador em sucessdo. A saida de féton

medida a partir dos tubos individuais pode ser atribuida
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e combinada baseando-se na monitoragdo do sistema da
codificacdo do eixo.

A FIGURA 7 ¢é uma  representacdo esquematica dos

i

resultados de centrifugacgdes sequénciais. Para as
particulas alvo menores do que as células emissoras, mas
tendo a mesma densidade das células emissoras, é preferivel
que sejam primeiramente giradas as particulas candidatas
(por exemplo, em alta velocidade) para peletiza-las. Depois
disso, as células emissoras podem ser adicionadas e giradas
sob as circunstadncias que podem ser mais moderadas na
prevencdo da reducdo de sua compreensibilidade como
necessario (série superior). Além disso, esta seqliéncia de
centrifugacdo forca quase todas as particulas candidatas e
células emissoras a terem um volume relativamente peqgueno
no fundo de um tubo de centrifuga. Ao contrario, misturar
as particulas candidatas e as células emissoras Jjunto e
gird-las ao mesmo tempo conduzirdo a separacgdo ao invés do
contato entre as particulas e as células emissoras (série
média). Naturalmente, nenhuma rotacdo reduz dramaticamente
de todo a concentragdo eficaz de particulas e de células
emissoras na reacdo (série inferior).

A FIGURA 8 inclui grafico linear que mostra em um
experimento real a confirmagdo das conseqiliéncias propostas
na FIGURA 7. As células emissoras especificas para o
Francisella tularensis foram misturadas com as células
mortas de Francisella tularensis nos trés métodos mostrados
na FIGURA. 7. Como observado no grafico linear, o método de
rotacdo seqliencial resultou na emiss@o rapida e eficiente

apdés o contato. Ao contrario, o perfil da emissdo do uUnico
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método de rotacgao foi menos pronunciado tanto no
sincronismo quanto na magnitude. O método de nenhum giro
exibiu raramente uma reagao.

Um perfil similar da emisséao %oi gerado em um
experimento separado, como resumido no grafico 1linear
mostrado na FIGURA 8. A inspecdo dos tragos da emissao
sugeriu que o UuUnico método de rotacgdo conduzisse as
emissdes alvo especificas um pouco mais rapidamente do gque
o método de dois giros. Entretanto, este resultado foi
encontrado para ser primeiramente um produto manufaturado
de rotacdo mais longa exigida para método de dois giraos e
ndo reflete uma melhoria real no momento de resposta das
células B. De fato, a inclinacdo inicial do método de dois
giros era significativamente maior do que aquela para o
método de tnico giro, indicando que o método de dois foi
conduzido a uma resposta robusta do emissor.

A sensibilidade de sistema de deteccdo mostrado na
FIGURA 8 foi avaliada por titragem o numero de células do
tularemia depositadas no tubo de centrifuga. Os resultados
estdo resumidos no gréafico linear mostrado na FIGURA 10.
Parece que 25.000 de células emissoras foram capazes de
emitir os fétons detectiveis acima da base em resposta a
aproximadamente 5.300 particulas alvo de tularemia. Espera-
se que uma otimizagdo adicional de condig¢des de reagdo
venha a aumentar a sensibilidade.

As respostas da célula sdo melhoradas apdés um Unico
ciclo de congelamento-descongelamento (vide FIG. 22). Neste
experimento, as células especificas para Yersenia pestis

(YP) foram centrifugadas, ressuspensas em meio de
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congelamento (RPMI com 10% DMSO e um adicional de 10% de
FBS), congeladas a -80°C, e transferidas para nitrogénio
liquido. As células foram descongeladas a 37°C e as células
de 1 ml (2 x 10°% foram diluidas em 4 ml de RPMI e
incubadas durante a noite a 37°C. No dia seguinte as
células foram carregadas com o coelenterazina por 2 horas,
lavadas em meio de CO, de meio Independente (CO,-I) e
recuperadas em 24 horas. 10.000 células foram administradas
com 5 x 105 P (50ul de YP em 10’/ml). As células ndao
tratadas indicaram uma resposta de 9500 fétons por segundo,
enquanto as células descongeladas sendo congeladas emitiram
aproximadamente 6 vezes mais fétons em resposta a YP. Este
efeito estimulante poderia ser largamente replicado pela
exposicdo das células ao meio de congelamento, sem O
congelamento real (5 vezes a estimulagdo). Parece gque o
fator de estimulagdo no meio de congelamento & o DMSO.
Quando as células foram tratadas com 2% DMSO (a
concentracdo final de DMSO quando 1 ml das células no meio
de congelamento que contém 10% DMSO é diluido em 4 ml de
meio normal) um nivel similar de estimulacdo foi detectado.
O efeito de DMSO pode acontecer ser devido a um numero de
fatores. DMSO é conhecido para efetuar a diferenciacado de
célula hematopoética, e pode estimular as células através
deste percurso. Adicionalmente, as células congeladas no
meio que contém o glicerol igualmente mostram niveis
similares de estimulacdo. Assim, parece que o efeito pode
também em parte acontecer devido a uma resposta de estresse

induzida pelo DMSO e pode ser possivel replicar esta
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estimulacdo usando alguns de um numero de circunsténcias
gue estimulam uma resposta de "choque de calor".

As células podem ser armazenadas cpngeladas no estado
carregado de coelenterazia. As células foram carregadas com
coelenterazina, que as permitiu recuperarem-se por 24
horas, e entdo serem congeladas. Sob descongelamento as
células foram lavadas com 10 ml de meio de CO;-1I e as
células foram ressuspensas em meio de COI a uma
concentracdo de 5 x 10° células/ml. Estas células foram
capazes de detectar YP (neste caso aproximadamente 1 hora
apbés descongelamento, mas alguns momentos mais curtos sé&o
possiveis). Estas células permaneceram capazes de detectar
o agente por diversos dias quando armazenadas no RT. O pré-
tratamento destas células com DMSO, antes do carregamento
com coelenterazina e do congelamento, pode-se aumentar a
sensibilidade das células ao agente apds descongelamento.

Na FIGURA 22, as células foram administradas com o
50ul de 10.000.000 YP/ml diluido em CO,-I apds varios
tratamentos de célula. Nao tratado: As células cresceram em
RPMI, carregadas com coelenterazina, lavadas, recuperadas
por 24 horas, e administradas com YP.
Congelamento/descongelamento: As células cresceram em RPMI,
foram transferidas para o meio de congelamento, e
congeladas. As células descongeladas (1 ml) foram colocadas
em 4 ml de RPMI e incubadas a 37°C por 24 horas, carregadas
com o coelenterazina, lavadas, recuperadas por 24 horas, e
administradas. Meio de congelamento: As células cresceram
em RPMI, foram transferidas ao meio de congelamento e

incubadas & temperatura ambiente por 10 minutos. As células
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(1 ml) foram colocadas em 4 ml de RPMI e incubadas a 37°C
por 24 horas, carregadas com coelenterazina, lavadas,
recuperadas por 24 horas, e administradas. 2% de DMSO: As
células cresceram em RPMI, foram transferidas para RPMI
contendo 2% DMSO e incubadas a 37° C por 24 horas,
carregadas com coelenterazina, lavadas, recuperadas por 24
horas, e administradas.

Um sistema de deteccdo bem-sucedido de guerra
bioldgica deve ser resistente a contaminagao pelas
substancias ambientais comuns presentes em um campo de
batalha. Para avaliar se as células emissoras podem agir
sob estresse ambiental ou contaminacao, as células
emissoras foram misturadas com uma particula alvo apds a
exposicdo das células emissoras a uma hora de exaustao
diesel de intensidade maxima ( grafico linear a esquerda na
FIGURA 11y, ou gquando as células emissoras foram
contaminadas por 107 E. Coli (grafico linear a direta na
FIGURA 11), que foram usados como um contaminador
substituto para gqualquer bactéria do campo. Segundo as
indicacgdes de FIG. 11, o produto guimico e 0os
contaminadores bioldégicos particulares testados nao
afetaram a habilidade de células emissoras de gqueimar OS
fétons em resposta a uma particula alvo.

AS FIGURAS. 13-14 descrevem uma modalidade diferente
da invencdo gque ndo exige a centrifugacdo. O diagrama
esquematico da FIG. 13 mostra os varios componentes desta
modalidade. Um sensor de alerta de aerossol bioldgico
(BAWS) detecta as particulas presentes, por exemplo, dentro

de uma escala predeterminada de tamanho. Um exemplo de um
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BAWS & descrito em Primmerman, Lincoln Laboratory Journal
12:3-32, 2000. Caso as particulas que encontram
especificacdes sejam detectadas, /BAWS aciona um
concentrador de ar-a-ar (coletor de espécime; como descrito
em Patente U.S. N° 5.932.795) que permite que as particulas
de uma escala particular de tamanho sejam coletadas e
depositadas em um poco (cadmara de reag¢do) em uma parcela de
uma faixa de espécime em uma primeira estacdo, que ¢é
mostrada em perspectivas diferentes na FIGURA 14. Depois
que as particulas candidatas s&o depositadas no pogo, a
faixa avanca para uma segunda estacdo sob um reservatdrio
de células emissoras e sobre um PMT. As células emissoras
especificas para um antigeno particular em particulas alvo
sdo depositadas no pogo, e a emissdo de féton do pogco é
monitorada.

Durante o tempo que as particulas candidatas séo
detectadas por BAWS, as particulas candidatas podem ser
depositadas em pogos consecutivos enquanto a fita esté
avancando através da primeira estacdo (FIG. 14). Na segunda
estacao, uma pluralidade de reservatdérios da célula
emissora, cada um contendo células emissoras gque tém
especificidades alvo diferentes, é montada em uma torreta
que rode um reservatdério particular em uma posigdo para
depositar células emissoras diferentes dentro do pogo.
Desse modo, os alvos diferentes dentro das particulas
candidatas podem ser detectados, como mostra a perspectiva
superior esquematica dos pocos na FIGURA 14. Naturalmente,
caso as células emissoras diferentes sejam emitidas em

comprimentos de onda diferentes, sera possivel depositar as
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células emissoras diferentes em um unico pogo que contém
particulas candidatas, contanto que o PMT abaixo da segunda
estacdo pode distinguir féton de comprimentos de onda
diferentes. /

A FIGURA 16 mostra esquematicamente, contudo, uma
outra modalidade de um sistema da invencgéo. Nesta
modalidade, as particulas de ar s&o depositadas em cada um
dos seis pocos dentro de uma fileira de wum arranjo
bidimensional (por exemplo, uma faixa que possui 6 fileiras
e centenas de colunas) em uma primeira estacdo. Enquanto o
arranjo estd avancando por uma fileira, posicionando a
fileira em uma segunda estagdo, as células emissoras
diferentes sdo depositadas dentro de cada um dos pogos no
interior da fileira, e a emissdoc de todas as seis reacgdes é
detectada simultaneamente por uma fileira PMTs sob a
segunda estacdo. Para auxiliar a adesdo das particulas aos
pocos na faixa, os pogos podem ser revestidos com um
adesivo ou um ligquido.

EXEMPLIFICAGOES PARTICULARES

Métodos e Materiais

Cultura de Célula e Transfecgdo

As células de M12g3R foram mantidas a 37°C em uma
atmosfera umedecida de 5% CO, em RPMI 1640 suplementado com
o soro fetal bovino a 10%, 1mM de piruvato de sdédio, 2mM de
L-glutamina, 100uM de aminoacidos do nonessencial, 50upM de
2-mercaptoetanol, 50 ug/ml de estreptomicina, e 50-U/mL de
penicilina (Tecnologias de Vida). As células transfectadas
com pCMV.AEQ.IRES.NEO [11] (20ug de DNA por 10’ células)

via eletroporacdo (270 V, 950uF) e foram selecionadas em
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lmg/mL G418 por 2 semanas. As células resistentes aos
antibidticos foram incubadas no meio de crescimento com

coelenterazina de 10 uM (sondas moleculares) por 2 horas na

i
I

temperatura ambiente, cobertas em folha metdlica, lavadas
duas vezes e ressuspensas no meio de crescimento. As
células foram selecionadas para a emissdo de fdéton em
resposta a IgM anti-murino F (ab'); em um lumindmetro.

As células U937 foram mantidas em RPMI 1640
suplementadas com o soro fetal bovino a 10%. No dia
anterior as células de transfeccdo foram diluidas a 5 X
10°/mL. No dia seguinte as células U937 foram lavadas uma
vez em HBSS e ressupensas em 900pl de HBSS. Vinte
microgramas de pCMV.AEQ.IRES.NEO tornado 1linear foram
adicionados as células e permitidos incubar por 10 minutos
4 temperatura ambiente. A mistura entdo foi transferida
para um cadinho de eletroporacédo (0.4cm) e foi
electroporada em 250 V e 975uF. As células foram incubadas
no meio de crescimento a 37°C por 48 horas, a seguir
clonadas no meio que contém 5ug/ml de Blasticidin limitando
a diluicdo em 96 placas de pogo. Apds 10-14 dias as
coldénias foram selecionadas e cresceram acima para a
separacdo. Os clones foram carregados com coelenterazina e
foram separados para responder ao ionomicin de 5mM. Os
clones positivos foram adicionalmente expandidos e
caracterizados.

Vetores de Expressdo de Anticorpo

O vetor de expressdao de cadeia de 1luz, VKExpress,
contém a regi&o constante para o gene humano kappa a

jusante de um 1local de clonagem mualtipla (MCS), sob o
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controle de promotor humano de fator la de alongamento (EF-
la) .

O vetor de cadeia pesada foi gerago pela modificacgdo
de pDisplay (Invitrogen), reteédo e} promotor
citomegalovirus (CMV) e a seqiéncia lider, mas substituindo
o dominio de transmembrana de receptor de fator de
crescimento derivado de plagqueta com o gene para ligagédo de
membrana da regido constante de murino IgM e removendo
ambas as identificadors sobre cada lado do MCS. A seqiéncia
génomica da ligagdo de membrana da regido constante do
murino IgM, CuM, foi amplificada pelo PCR usando o©Os
iniciadors que contiveram EcoR I e Not I (5' e 3' ,
respectivamente). A inserg¢do, preparada em um local de EcoR
I moderado e absorvida por Not I, foi clonada dentro do
higro-pDisplay com Bsm I moderado e absorvido por Not I. O
gene resistente a neomicina foi substituido por um Qque
confere resisténcia a higrbmicina (hygro®, obtido a partir
de pcDNA3.1 Higro, Invitrogen) por adigcdo de Cla I e BstB I
em locais restritos as extremidades 5' e 3' do gene hygro®,
respectivamente, pelo PCR, e pela clonagem do novo gene
resistente a antibiético dentro daqueles sites de pDisplay.
Os sites de restricdo apropriados sdo adicionados as
regides variaveis do anticorpo usando-se o PCR, e a
seqiiéncia de todos os produtos PCR serdo confirmada antes
da clonagem dentro do constructo de expressado.

Clonando Genes de Anticorpos

O RNA foi extraido com reagente de Trizol (tecnologias
da Vida), de acordo com as recomendagdes do fabricante, e a

primeira sintese da cadeia foi executada usando-se o kit
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Retroscript (Ambion). O PCR foi executado pela utilizagao
de conjuntos de priomers projetados para recozer as
seqliiéncias lider ou as regides da estru;ura na extremidade
5, e as regides da constante oul da estrutura na
extremidade 3'. A clonagem das regides variaveis dentro dos
vetores de expressdo prosseguiu como a seguir. Sites de
restricdo Apal I e BamH I foram adicionados as extremidades
5' e 3' das regides variaveis de cadeia luz pelo PCR com as
iniciadors gque contém estas sequiéncias, e clonados em
VKExpress. As regides variaveis da cadeia pesada (Vy) foram
clonadas dentro do pDisplay-CuM em um processo de duas
etapas para eliminar as identificadors do HA e do myc.
Primeiramente, o PCR de extensdo de sobreposigdo foi usado
para fundir o Vy aos primeiros 300 pares base (bp) de CuM,
enquanto, ao mesmo tempo, é& adicionado um si8te de
restricdo Bgl II a extremidade 5'. A insercao foi absorvida
por Bgl II, que igualmente se dilui em bp 293 da regiao
constante, e foi clonada dentro do pDis-CuM absorvido com a
mesma enzima. Um segundo produto de extensao de
sobreposicao fundiu o VH a seqiéncia lider Igxk, que foi
clonada ao usar os sites Kpn I e de Bgl IT.

Modificou-se subseqglientemente este processo de
clonagem produzindo um vetor pDisplay-CuM com um site Bgl
ITI imediatamente depois do lider para permitir que uma
unica etapa de clonagem elimine ambos os tag.

Ensaio de CANARY

As células B foram preparadas para o ensaio de

luminescéncia pela incubagdo no meio de crescimento com a

adicdo de 2% DMSO em uma concentracao de 5 x 105
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células/mL. Apds 20-24 horas, as células foram incubadas no
escuro & temperatura ambiente por 2 horas em meio de ensaio
[meio Independente de CO,, soro fetal bovino a 10%, 50ug/ml
de streptomicina, 50-U/ml de peniciliga, e 250 ng/mL de
amfotericin B (vida Tecnologias) ] com 50 1rM de
coelenterazina (sondas moleculares, Eugene, OR). As células
foram lavadas entdo duas vezes, ressuspensas em meio de
ensaio em uma concentracdo final de 5 x 105 células/mL nos
tubos de microcentrifuga 1.5-mL, e foram deixadas rodar
durante a noite a temperatura ambiente.

As amostras de teste foram diluidas no meio de ensaio
e centrifugadas em tubos de 0.2-mL ou 1.5-mL por 2 minutos
no balde de wvaivém ou na centrifuga horizontal na
velocidade maxima. As células B foram misturadas
cuidadosamente pela inversdo e 20ul de células foram
depositadas no lado do tubo de amostra. O tubo de amostra
foi centrifugado por 4 segundos em uma microcentrifuga
pequena benchtop (Daigger) adaptada com um rotor horizontal
feito sob medida, a seguir inserido no lumindémetro (Zylux,
FB 12). As respostas foram gravadas usando-se o perfil
Cinético Unico ajustado para intervalos de 1 segundo em um
total de 60 segundos. As positivas foram definidas como
tendo uma razdo sinal/antecendente 2 3 e uma saida maxima
de féton dentro da escala de 15-30 segundos a partir do
comego da centrifugagdo de 4 segundos.

As células U937 (5 x 10° células/ml) foram incubadas
durante a noite com gama IFN (200 ng/mL, Sigma) a 37°C. No
préximo dia, 7.5 x 10° células foram incubadas por 2 horas

em 10011 do meio de ensaio que contém 200uM de
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coelenterazina & temperatura ambiente no escuro, lavadas
trés vezes no meio de ensaio, ressuspensas em 5 X 10°
células/mL, transferidas para tubos de 1.5ml, e rodadas
durante a noite a temperatura ambienté. As células foram
incubadas com anticorpo (10-100 pg/mL de purificado, ou uma
razdo 1:1 de sobrenadante de hibridoma para células) por 5-
30 minutos a 37°C, a seguir lavadas uma vez e ressuspensas
em meio de ensaio. O ensaio foi realizado como descrito
acima.

Constructo de Expressdo EGFP-Aequorin

Para fundir aequorin a GFP gerou-se uma constructo que
contém o gene aprimorado de GFP (EGFP) fundido a uma
ligacdo de 6 aminoadcidos (SGGGSG), seguido pelo gene
aequorin. EGFP foi amplificado por PCR a partir do vetor
pEGFP-C1 (BD Biosciences Clontech), removendo o cdbédon de
terminacdo e adicionando a regido de ligagdo para a
extremidade 3'do gene:

Sense de Iniciador:

5' - GCCACCATGGTGAGCAAGGGC-S' (SEQ ID NO: 12)

Anti-sense de Iniciador:

5'"-CCTGATCCACCGCCAGACTTGTACAGCTCGTCC-S' (SEQ ID NO:
15).

EGFP contém uma substituicdo do duplo aminoacido (F64L
e S65T) e mostra a intensidade realcada de fluorescénqia
comparada a GFP. O gene aequorin foi amplificado a partir
do constructo Aequorin pCMV, adicionando a regido de

ligacdo (linker) a extremidade 5' de gene: Sense de

Iniciador:
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5' - CTGGCGGTGGATCAGGAATGACCAGCGAACAATA-S ' (SEQ ID
NO: 22);

Anti-sense de Iniciador:

5' - TTAGGGGACAGCTCCA-S ' (SEQ ID ﬁo. 19).

Os genes EGFP e aequorin foram a seguir ligados juntos
pelo PCR de extensdo de sobreposigdo com o servigo de
regido de ligacdo (linker) como a regido de sobreposicgdo.
Os genes fundidos foram clonados entdo em pcDNA3.1-TOPO
(Invitrogen) e a seqiéncia foi confirmada.
| Ensaios para Amostras Clinicas

As secrecdes nasais foram coletadas usando-se o0s
chumacos tipo espuma (Chumacos Criticos de VWR) a seguir
foram semeadas com a quantidade indicada de esporos de B.
anthracis e colocadas em um cesto que contém um filtro de
Sum (Millipore Ultrafree-MC) com 400ulL de meio de ensaio. O
eluato foi coletado em um tubo de microcentrifuga de 1.5mL
com uma centrifugagdo de 2 minutos, uma etapa que
igualmente serviria para concentrar os esporos no fundo do
tubo. Apdés a centrifugacdo, o cesto e o chumago sé&o
removidos e o ensaio é realizado no mesmo tubo.

A urina humana (3mL), na qual C. trachomatis EBs (102—
10°/mL, Biodesign International) foi adicionado, passou
através de um filtro de seringa de 5pum (Minisart). As
porcentagens de meio mililitro foram centrifugadas por 2
minutos em um tubo de microcentrifuga de 1.5-mL em 10.000
RCF, o sobrenadante foi decantado e o residuo permitiu a
absorgcao de material de longe colocando a borda do tubo
contra a uma toalha de papel limpa. O pélete foi

ressuspenso por realizar vértice em 0.5 mL de meio de
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ensaio adicionados, e a amostra foi centrifugada outra vez
por 2 minutos em 10.000 RCF. O ensaio de CANARY foi
realizado como descrito acima.

Meio mililitro de todo o sangue fo{’coletado dentro de
um tubo heparinizado de separacdo de plasma feito sob
medida e centrifugado por 90 segundos em 3500 RCF. O plasma
contendo patdégeno, com os volumes recuperados que variam de
50 a 250uL, foi coletado em um tubo de ensaio por invers&o.
Cingiiénta microlitros de plasma foram misturados com oOs 0.5
mL do meio de ensaio e foram tratados como descrito acima
em ensaio de CANARY. Para diluir o activador presente no
plasma humano, 450uL foram adicionados ao plasma de 50ul.
Para remover o ativador por adsorcdo, 50ul de plasma foram
incubados com 50ulL (2 x 10° células) de linhagens celulares
B parentais, M12g3R, por 10 minutos & temperatura ambiente.
As células foram sedimentadas por centrifugacdo a 1500 RCF
por 1 minuto para peletizar as células, o plasma foi
transferido para um tubo limpo e centrifugado na velocidade
médxima por 2 minutos.

Para construir o dispositivo para patdégenos
intracelulares do sangue, 200uL de solugdo de FICOLL™
HYPAQUE™ sé&o colécados no fundo de um tubo de coleta de
sangue Capiject (T-M, Terumo Médico Corp.). O gel de
poliéster de um CPT (Becton Dickinson Co.) é colocado sobre
o topo do FICOLL. Para que a separacdo apropriada das
células sangiiineas ocorra no sangue inteiro devendo ser
diluido pelo menos 6:1 de tampdo fosfato salino (PBS);
conseqiientemente 100puL de PBS sao colocados sobre o gel.

Todo sangue heparinizado (600uL) é colocado no tubo, o tubo
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& invertido para misturar o sangue com O PBS e o
dispositivo é centrifugado por 90 segundos a 3500 RCF. O
vermelhos obstruem a parte superior QO dispositivo sé&o
substituidos dentro com um tubo de ensaio e os gldébulos do
plasma e os brancos sdo coletados no tubo de ensaio pela
inversao. A liberacdo dos patdégenos intracelulares &
conseguida adicionando-se 600uL M por o reagente de célula
dissolvida (Pierce Biotecnology, Inc¢.) ao tubo de ensaio e
incubando o mesmo a temperatura ambiente por 5 minutos com
vértice periédico. A amostra é centrifugada a 18.000 RCF
por 1 minuto, o sobrenadante substituido por 500uL de meio
de ensaio, misturado por realizacdo de vértice, e pela
centrifugacdo repetida. A amostra é analisada pela presenca
de patdégeno como descrito acima.

Validacdo do Chlamydia

Os seguintes organismos foram testados por reatividade
cruzada com a linhagem celular C. trachomatis: Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Enterococus faecalis,
Neisseria gonorrhoeae, Branhamella .catarrhalis, Salmonela
enteritidis, Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Acinetobacter baumanii, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Corynebacterium minutissimum,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus saprophytics, Streptococcus grupo D,
Streptococcus mutans, Garderella vaginalis, Gemella
morbillorium. Sorotipos de C. trachomatis foram obtidos do
Biodesign International.

Fundo
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A CANARY utiliza as células B que foram planejadas
geneticamente para produzir o aequorin, uma proteina
bioluminescente sensivel a calcio originalmente encontrada
nas Aaguas-vivas de Aequorea victoria.‘O sistema funciona
como Se segue: (1) células B podem ser expostas aos
biocagentes suspeitos ou aos outros patdgenos de uma amostra
de ar, da amostra de sangue, ou de outra fonte. (2) células
B tém os anticorpos especificos para determinados
bioagentes. Caso um daqueles agentes esteja presente na
amostra, se ligard aos anticorpos na superficie da célula
B. (3) Reticulacdo de anticorpos de uma célula B por um
biocagente acionado por uma cascata enzimatica intracelular
gue libera o cdlcio de dentro da célula. (4) Na presenga do
cdlcio, o aequorin emite a luz azul esverdeado em 469 nm.
(5) Luz proveniente de células B estimuladas pode ser
detectada usando-se um tubo de fotomultiplicador ou outro
fotodetector.

Planejou-se geneticamente as linhagens celulares B que
expressam ambos os (1) anticorpos especificos para o0s
patbégenos bacterianos e virais, e (2) a proteina aequorin.
Aequorin funcional consiste no apoaequorin de proteilna e
seu substrato, coelenterazina, que é um produto quimico que
pode espontaneamente cruzar a membrana de célula e ligar-se
ao apoaequorin. Apds ions de céalcio de ligagdo, aequorin
submete-se a uma mudanca ajustavel que causa a oxidagdo de
coelenterazinea e a emissdo de 1luz. Células B contendo
aequorin ativada, produziram antigenos especificos pela
transfecgcdo com vetores de expressdo de DNA para anticorpos

de recombinacdo, emitindo luz quando expostas ao antigeno
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polivalente. Quando incorporadas em um formato apropriado
de sensor, estas células podem ser um tremendo beneficio
para os diagnésticos médicos, a detecgdo de agentes de
guerra bioldgica, e a monitoracdo da qualidade do alimento,
da agua, e do ar.

O sistema de detecgdo de célula B é intrinsecamente
tdo rapido (identificagdo em <« 1 segundo) que o retardo
primario no ensaio é o tempo necessario para levar os
patdgenos a terem contato com as células B.Este problema
ndao ¢é trivial, como nos patdédgenos e células B sao
particulas viscoeléasticas microscépicas essenciais que
tendem a deslizar um pelos outros em um ambiente fluido.
Resolveu-se esse problema da bactéria e virus grandes pela
utilizacdo da forga centrifuga para conduzir junto as
particulas. Quando o agente e as células B s3do colocadas
simplesmente Jjuntas na suspensdo, a resposta de sinal &
retardada na hora apropriada e baixa em magnitude. Quando o
agente e as células B sdo peletizados por uma rotacdo de 5
segundos, tanto a velocidade quanto a magnitude da resposta
melhoram. Entretanto, a grande melhoria na velocidade e na
magnitude ocorre quando o agente é pré-peletizado, antes da
adicdo das células B. As células B sdo conduzidas entdo ao
pélete por uma rotagdo adicional de 5 segundos.

Os dados foram obtidos para os patogenos bacterianos
Francisella tularensis e Yersinia pestis usando este
formato centrifugo. Estes dados demonstram coletivamente a
especificidade excelente assim como a melhor combinacdo da

velocidade e da sensibilidade (50cfu em aproximadamente 3
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minutos) dentre qualquer método conhecido da identificacé&o
do patdgeno.

Para virus maiores tais como a variola, que pode ser
sedimentado rapidamente em baixas velocidades, o método
atual da centrifugacido funciona bem. Entretanto, planejou-
se igualmente a linhagem celular para produzir os
anticorpos especificos para virus tais como FMD, Dengue, e
VEE, que sdo demasiadamente pequenos estiverem concentrados
sob as mesmas circunstédncias. Embora o LOD para virus
pequenos seja aproximadamente 500.000cfu em um 1 minuto no
ensaio , esse numero pode ser melhorado para em torno de
100 vezes com purificagdode afinidade ou centrifugacdo mais
longa.

Sensor de Célula B CANARY para a Identificagcdo Rdpida,
Sensivel de Patdgenos em Amostra Clinica

Introducgcdo

Descreveu-se um sensor novo que fornece a melhor
combinagcdo de velocidade e de sensibilidade, contudo,
demonstrado para qualquer técnica de identificacdo de
patdégeno. A abordagem usa os linfécitos B, os membros do
sistema imunolégico que foram otimizados pela natureza para
identificar os patdégenos. Planejou-se linhagens celulares B
para expressar aequorin citosélico, uma proteina
bioluminescente sensivel a cdlcio, assim como membrana
ligada aos anticorpos especificos para os patdgenos de
interesse. A reticulacdo transversal de membrana ligada a
anticorpos por um antigeno polivalente induz uma cascata de
transdugdo de sinal gque envolve seqliencialmente guinase

tirosina, fosfolipase C, e trifosfato de inositol (IP3).
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IP3 ativa os canais do calcio, aumentando desse modo o
cadlcio citosdélico dos armazenamentos internos e do meio
extracelﬁlar, que ativa aequorin, o qual emite a luz. Este
sensor, que chama-se CANARY, pode detectar <50 cfu de
patdégeno em <30 minutos, incluindo o tempo requerido para
se concentraras amostras. De forma contraria, mesmo O
estado da técnica de imunoensaios tomando pelo menos 15
minutos e tendo um limite bem maior de deteccdo e enquanto
o PCR pode ser tanto altamente especifico quanto sensivel,
a maioria dos relatérios citam protocolos que tomam <30
minutos. Embora um PCR ultrardpido com detecdo de 5 cfu em
somente 9 minutos seja relatado, mesmo quando acoplado com
a tecnologia de amostra depreparacdo mais rapida o ensaio
total exige 20-30 minutos para terminar. Por causa de sua
combinag¢do original de velocidade e sensibilidade, a CANARY
pode revolucionar a identificacgéao do patdgeno em
diagndésticos médicos, defesa da guerra biolédégica,
monitoramento de alimento e qualidade da &gua, e outras
aplicacdes.

Desenvolveu-se primeiramente um sistema da engenharia
genética que permitisse a producdo eficiente de uma
variedade de linhagens celulares B. Gerou-se uma linhagem
celular parental com expressao estavel de aequorin
citosdélico de 1linhagem celular B de M12g3R (IgM+),
selecionando o <clone com a emissdo maxima de luz sob
reticulacdo de IgM de superficie. As células de aequorin
M12g3R transfectadas subseglientemente com os plasmideos que
contém anticorpo de regides constantes de luz e cadeia

pesada, em que introduziu-se as regides varidveis
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especificas para um alvo particular. Os clones de segunda
transfecgcdo s&do selecionados com base em sua resposta a
esse alvo. A fim prover uma idéia da escala dos agentes que
podem ser identificados usanda CANARY, foram listadas todas
as 24 linhagens celulares que foram desenvolvidas na tabela
abaixo.

Alvos detectdveis para linhagem Celular CANARY

Bacillus anthracis Esporos de Bacillus | Potivirus
Esporos subtilis Phytophtora spp.
Bacillus anthracis Salmonella spp. Febre Rift Valley
Vegetativo Shigella dysenteriae | Virus
Francisella E. coli 0157:H7 Listeria spp.
tularensis Virus FMD Listeria
Yersinia pestis Virus de Dengue Monocitogenes
Vibrio cholerae 0139 | Orthopoxvirus Virus VEE

Vibrio cholerae O1 (Variola) Ovalbumin
Brucella spp. Ralstonia spp. ' Toxina Botulinum
Clamydia spp.

Resultados

O Ensaio de CANARY
Tdao pouco quanto 50 cfu de Yersinia pestis, a bactéria
gque causa a praga, ¢é detectada em menos de 3 minutos do
tempo total minimo do ensaio. Entretanto, ndo h& nenhuma
resposta a um numero relativamente grande de um patdégeno
nado relacionado, Francisella tularensis. Além disso, mesmo
uma quantidade impressionante de patdégeno ndo relacionado
ndo obstrui a resposta a ndo menos do que 50cfu de Y.
pestis. De facto, para a maioria das bactérias ou dos virus

grandes o bastante para sererem concentrados em uma
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microcentrifuga, observou-se niveis similares de
sensibilidade de 50cfu ~50 ou pfu. Quando a sensibilidade
da 1linhagem celular de Y. pestis especifica foi testada
repetidamente sobre diversos meses, o sensor CANARY pbde
detectar 20cfu em 62% do tempo (n=73), 50cfu em 79% do
tempo (n=38), 200 (n=74) e 2000cfu (n=71) em 99% do tempo,
e 20.000cfu em 100% do tempo (n=66). Uma taxa positiva
falsa de somente 0.4% (n=1288), combinada com um nivel de
sensibilidade que se aproxima daquele do PCR e de um ensaio
que pode ser executado em menos de 3 minutos, faz da CANARY
uma das tecnologias de identificacdo de patdégeno mais
promissoras atualmente em desenvolvimento.

Pelo motivo da taxa de difus&o determinar as
interagdes entre células B e alvos ndo sedimentaveis, a
sensibilidade da CANARY para virus pequenos é mais elevada
do que aquela para as bactérias e virus grandes. Por
exemplo, linhagens celulares B especificas para a cepa Al2
do virus da doenga febre aftosa (FMDV) produz um sinal
facilmente distinguivel quando exposto a 7 x 10° unidades
de formacéo de plaqueta (pfu) . Similarmente, a
sensibilidade da linhagem celular B especifica para o virus
Venezuelano de Encefalite Equina (VEE), testado com cepa
TC-83 que sofreu titulagdo antes da ndo ativacdo, demonstra
um sinal detectavel de 5 x 10° pfu.

A especificidade de CANARY & determinada pelo
anticorpo das células B expressas, e pode ser tdo larga ou
estreita quanto os anticorpos que estdo disponiveis. Por
exemplo, quando a linhagem celular de FMDV responder ao

tipo selvagem de virus Al2, nenhuma luz é detectada depois
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que a adigdo de uma quantidade equivalente da cepa variante
de Al2 (B2PD.3) que difere de trés aminodcidos, uma mudanca
que interrompe a interagdo de epitopo de anticorpo. Em
contraste com a especificidade das linhagens celulares de
FMDV, que reagem a somente uma cepa de FMDV, a linhagem
celular B VEE exibe a especificidade similar aquela do
anticorpo monoclonal de origem, reagindo com as cepas VEE
que representam os subtipes IA (TC-83, TRD), IB (PTF-39),
IC (P676), ID (3880), e IE (Mena II). A linhagem parental
M12g3R (células B de Controle) foi testada igualmente para
a reatividade com as cepas diferentes de VEE, e embora
exibam um sinal n&o especifico na presenca de preparacdes
de antigeno TC-83 e TRD (aqueles isolados no cérebro do
camundongo recém-nascido, mas ndo na cultura do tecido), o
sinal produzido pela linhagem celular B especifica &
claramente distinguivel daquela do controle (> 10 vezes).
Produziu-se igualmente uma linhagem celular B VEE do
hibridoma 1 A4D-1, que reconhece tudo a excecdo da cepa
Mena II 1listada acima. Consequentemente, dadod anticorpos
monoclonais apropriados, a especificidade das 1linhagens
celulares B pode ser projetada par ter uma escala larga ou
estreita de reatividade baseada nos anticorpos que
escolheu-se expressar. Isto aumenta extremamente a
flexibilidade do sistema projetando este para distinguir
organismos nos niveis do género, da espécie, ou das
subespécies, dependendo da aplicacgao.

Melhoria de Sensibilidade para virus pequenos

Diversos métodos de concentracdo e de sedimentacdo de

virus pequenos foram testados para que sua habilidade
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melhore as respostas CANARY a estes agentes. A precipitacéao
com metanol, TCA, ou fosfotungstato de sédio ndo melhorou a
sensibilidade, nem fez a absorcdo & nitrocelulose. Os
concentradores centrifugos dos vArios cedentes pareciam se
ligar n&o especificamente as baixas concentracdes de virus
usadas dentro de Ensaios de CANARY. Dois métodos até aqui
mostraram bons resultados: purificagcdo da centrifugacdo e
da afinidade.

O VEE TC-83 Inativo foi usado por todos os
experimentos deconcentragdo de virus. Para gerar amostras
fisiologicamente relevantes do virus, os agregados de VEE
foram removidos pela passagem através de 0,1 um de filtros
de seringa. As amostras entdo foram centrifugadas em
momentos diferentes e analisadas por CANARY. A
centrifugagcao por 1 minuto de virus pequeno sedimentado,
por 5 minutos deu resultados intermedidrios, e a
sedimentagdo aproximou da conclusdo em 10-30 minutos. Este
teste padrdo estava concordando bastante com as taxas de
sedimentacédo tedricas para o VEE monomérico, indicando que
produziu-se uma amostra de teste <com caracteristicas
similares de sedimentagcdo para aquelas esperadas por
amostras reais. Isto igualmente demonstra que a
centrifugacdo de VEE monomérico por 10-30 minutos em uma
microcentrifuga aumenta o sinal, e conseqgiientemente a
sensibilidade.

Experimentos adicionais verificaram sonicag¢do do
material agregado para melhorar a recuperacdo monomérica do
virus. @) L.OD foi melhorado nas amostras sonicadas

(~500.000pfu*) comparadas as amostras nao tratadas
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(~50.000.000pfu*), que refletem um aumento na quantidade de
virus monomérico presente e capazes de passar através de
0.1 pym de filtro. A amostra que que sofreu sonicacdo antes
da filtragem produziu quase 100 vezes mais sinais do que a
amostra que nao sofreu sonicagdo. A taxa de sedimentacdo do
virus monomérico produzido usando a sonicacdo é igualmente
similar as taxas de sedimentacdo tedéricas, indicando que a
sonicacdo n&o fragmentou o virus a uma extensdo detectavel
nestes ensaios. A centrifugacao pode melhorar a
sensibilidade para um fator 100.

Um segundo método eficaz para melhorar a sensibilidade
CANARY aos virus pequenos € purificacdo de afinidade. Os
anticorpos monoclonais contra o VEE foram conjugados as
microesferas magnéticas G-revestidas da proteina. Esta
resina de afinidade foi incubada entdo com os meios que
contém o VEE, a resina foi lavada para se remover o virus
nao ligado, e as células de CANARY usadas para detectar o
virus unido & resina sedimentada. A incubacdo de VEE com
estas resinas de afinidade para o tdo pouco quanto 15
minutos aumentaram claramente a amplitude de resposta da
célula de CANARY, e melhoraram o LOD para um fator 10.

Tanto os métodos de purificacdo de afinidade e de
centrifugacdo conduzem as respostas CANARY ao virus pequeno
melhoradas. O método escolhido dependera do tipo de amostra
a ser examinada. As amostras que contém interferentes
sedimentéveis ou sollGveis podem ser favoraveis a
purificacdo de afinidade dos agentes que usam microesferas

magnéticuos. As amostras que contém interferentes soluveis
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ou que carecem de interferentes completamente podem ser
analisadas usando-se protocolos de centrifugacao.

Engenharia de Célula Rdpida

A geragdo de células de CANARY patdgeno especificas
exige uma linhagem celular disponivel de hybridoma,
envolvendo diversas etapas, e pode levar diversos meses. H&
uma necessidade de desenvolver uma linhagem celular
universal que possa ser usada para gerar células
especificas do patdgeno novo de uma maneira rapida (< 1
dia), mas especifica, utilizando a plataforma CANARY. Para
enderecar esse ensaio, exploramos a utilizacdao do receptor
Fc como uma possivel molécula de “adaptador” para anexar-se
aos antocorpos de patdgeno especifico Os receptors Fc séo
uma familia de proteinas membranas expressadas que ligam
aos anticorpos ou aos complexos imunes. Estes s3o expressos
em diversas células hematopoiéticas que incluem mondcitos e
macréfagos. Diversas subclasses de receptores Fc existem
incluindo o receptor de Fcy I (FcyRI), uma ligacdo de alta
afinidade de anticorpo soluvel. FcyRI liga-se a regido
constante (porgcdo de Fc) da imunoglobulina G (IgG) que sai
da regido de antigeno de 1ligag¢do de anticorpo livre. A
reticulagcdo do anticorpo ligado a receptor por antigenos
especificos iniocia um percurso de sinalizacdo que estimula
a liberacdo de céalcio.

A linhagem celular de macréfago humano, U937, contém
FCyR1l enddégeno que pode sofrer regulacdo de expressdo
génica sob tratamento com IFNy. As experiéncias iniciais
demonstram dgque as células U937 podem ser projetadas

rapidamente para responder a diversos patdgenos ou
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semelhantes diferentes. As células U937 foram tratadas por
24 horas com IFNy (200 ng/ml) para aumentar a expressdo de
FcyRI enddégeno, e preparadas para o ensaio de CANARY. As
células foram incubadas entd3o com os seguintes anticorpos:
esporo anti-B anthracis de camundongo, esporo anti-B
anthracis policlonal de coelho, anti F. tularensis de
camundongo, ou anti-B. subtilis de camundongo. As células
foram wusadas entdo no ensaio de CANARY padrdao onde
detectaram n&o menos do que os esporos B. anthracis de .
1000cfu com o anticorpo monoclonal e os esporos com O
colelho monoclonal de 10.000cfu, assim como esporos F.
tularensis de 10.000cfu e esporos B. subtilis de 1.000cfu.
Embora ndo t&o sensivel quanto as células B geneticamente
planejadas, foi demonstrado o desenvolvimento de uma célula
de CANARY rapidamente planejada que exije dias em vez de
meses.
Ensaios Multiplexados

Avaliou-se a probabilidade de se combinar diversas
linhagens de célula B diferentes em um unico ensaio. Isto
permitiria a detegcdo de diversos agentes com um unico
teste, embora ndo fosse possivel distinguir que agente esta
na amostra. A detegdo de 3 agentes diferentes com um uUnico
reagente da célula foi demonstrada onde o limite de detecao
para B. anthracis era de 50cfu de B.A., Y. pestis era de
50cfu de Y.p., e F. tularensis era de 50cfu de F.t. Em uma
concentracdo e quantidade celular otimizadas de 40uL de
1.25x10° células/mL, pode-se mostrar que 4 linhagens
celulares podem ser combinadas sem nenhuma perda na

sensibilidade.
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Um segundo método da multiplexacdo sdo as linhagens
celulares que expressam mais de um anticorpo e podem
responder a mais de um agente. Gerou-se uma linhagem
celular que expressa dois anticorpos, um especifico para os
espores de B. anthracis e o outro para Y. pestis. Esta
linhagem celular foi usada para detectar somente 50cfu de
espores de B. anthracis ou Y. pestis, demonstrando que
pode-se criar wuma linhagem celular com as capacidades
multiplas de detegdo sem nenhuma perda na sensibilidade.

Um terceiro método que prové um ensaio multiplexado
sdo as linhagens celulares CANARY que emitem luz de
comprimentos de onda diferentes. O aequorin de &gua-viva
(Aequorea Victoria) é associado naturalmente com a proteina
fluorescente verde (GFP). Quando aequorin se liga ao calcio
e oxida coelenterazina esta transfere sua energia a GFP e
estimula a emissdo de luz verde (Amax, 509 nandémetro). Esta
atividade natural de transferéncia de energia ressonante de
gquimioluminescéncia (CRET) pode ser reproduzida in vitro
por fusdo da proteina aequorin a GFP. GFP pode ser
geneticamente modificado para produzir as vArias proteinas
fluorescentes que incluem a proteina fluorescente ciano e a
proteina fluorescente amarela. A fusdo de aequorin &aos
diferentes constructos de GFP pode gerar diversas proteinas
de aequorin capazes de produzir luz de comprimentos de onda
diferentes. As células de CANARY gue expressam estas
proteinas de aequorin-GFP provéem um ensaio multiplexado,
onde a detecdo de alguns ou vArios comprimentos de onda
permita a identificagcdo de diversos patdgenos em um uUnico

ensaio. Este tipo de ensaio multiplexado tem diversas
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vantagens, incluindo a identificacdo de diversos patdégenos
em um unico ensaio quando o tamanho de amostra é limitado,
a habilidade testar ao mesmo tempo multiplos patégenos
quando se usa um sensor de canal Unico, e o potencial para
diminuicdo de taxas positivas falsas nos sensores de
multicanal aumentando o numero de réplicas.

O constructo de EGFP-aequorin foi transfectado dentro
de células B murino de M12g3R e os clones foram
selecionados pela resposta & estimulagcdo anti-IgM. Os
clones positivos foram analisados em um citdémetro de fluxo
onde as células que expressam EGFP (Amax, 509 nm) pudessem
ser detectadas no canal FL1, que mede a luz no espectro
verde a partir de 515 a 545 nm. A fim de demonstrar
adicionalmente que as células que expressam EGFP aequorin
estdo emitindo um comprimento de onda diferente de luz do
que aquelas que expressam aequorin tipo selvagem, analisou-
se a saida de luz com os dois tubos de fotomultiplicadores
(PMTs) com filtros passa-banda diferentes, 480 nm e 510 nm.
As células foram estimuladas com anti-IgM, e a 1luz foi
medida simultaneamente por ambos os PMTs. Por causa dos
espectros de emissdao de aequorin e da sobreposicdo de EGFP-
aequorin, os resultados s&o expressos como a razdo luz
verde/azul. A quantidade de luz verde emitida pelas células
que expressam EGFP-aequorin foi significativamente mais
alta do que aquela emitida pelas células que expressam O
aequorin tipo selvagem. De modo interessante, EGFP tipo
selvagem procede diferentemente apresentando fluorescéncia

na auséncia de qualquer cofator, o EGFP-aequorin exigiu a
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presenca do cofator de aequorin, coelenterazina, antes que
a fluorescéncia fosse observada.
Desenvolvimento de Ensaios para Amostras Clinicas

Existem muitas aplicag¢des onde umi técnica rapida de
identificacdo de patégeno seria extremamente valiosa. Por
exemplo, um teste rdpido asseguraria o tratamento oportuno,
exato de pacientes nos estagios iniciais de infecgdo onde o
tratamento imediato é importante, como no caso da inalagdo
de antrax. Investigou-se consequentemente o uso de CANARY
para detectar os patdégenos em amostras clinicas relevantes.
Pelo menos 50cfu de esporos B. anthracis adicionados aos
chumacos nasais antes da preparagdo da amostra podem ser
detectados. Neste protocolo os chumagos foram colocados em
um cesto contendo um filtro de 5um com 400pL de meio de
ensaio. O eluido foi coletado em um tubo de microcentrifuga
de 1.5mL em 2 minutos de centrifugagdo, uma etapa dgue
igualmente serviria para concentrar os esporos no fundo do
tubo. Apdés a centrifugagdo, o cesto e o chumago séao
removidos e o ensaio é realizado no mesmo tubo. O tempo
total do ensaio é menor do que 5 minutos, e assim, CANARY
prové um primeiro resultado excelente para o©0s povos dgue
podem ter sido expostos a esporos de B. anthracis
aerosolizado, permitindo desse modo, o tratamento imediato.

Um outro exemplo é a necessidade de testes com
diagnéstico rapidos de pronto-atendimento que assegurem O
tratamento e o controle das doengas, tals como aquelas due
sd3o sexualmente transmitidas, para gque haja uma alta taxa
de ndao submetida a medicacdo. C. trachomatis é uma doenca

transmitida sexualmente, gque tem uma alta prevaléncia,
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podendo causar problemas de doenca pélvica inflamatdria e
problemas de fertilidade, e sendo pouco diagnosticada por
causa do alto numero de casos assintom&ticos.
Historicamente, a doenca foi diagnosticada a partir das
regides cervical ou ureteral com testes' que exigem o tempo
e a pericia consideravel. Embora os corpos elementares
(EBs) do organismo possam ser encontrados na urina, uma
amostra de coleta menos invasiva, esta & pouco encontrada
atualmente, até recentemente, os Unicos testes sensiveis o
bastante para serem eficazes eram aqueles que amplificam
Acidos nuclicos. Em um relatdrio recente, a concentracgdo de
C. trachomatis na urina dos pacientes contaminados
determinou-se como variando de 30 a 2 x 10> EBs/mL usando-
se uma reacgdo em cadeia quantitativa da ligase, um ensaio
que tomava diversas horas para ser realizado (Abbott).
Devido ao desempenho réapido de CANARY, foi-se capaz de
demonstrar uma detecdo de 500 C. trachomatis EBs na urina
em menos de 5 minutos. Assim, CANARY é igualmente Gtil como
um ensaio rapido, sensivel para o diagndéstico de infecgdes
de C. trachomatis em um teste ndo invasivo.

O sangue inteiro é uma matriz dificil de se analisar
por causa de sua opacidade e da presenca de ativadores e de
inibidores de ensaio de CANARY. O método que foi
desenvolvido conta com o uso dos tubos de separacgao de
plasma (PST) e de centrifugacdo diferencial. Neste processo
se usa um gel tixotrdépico com uma densidade entre aquela do
plasma e dos gldébulos celulares, que forma uma barreira
entre o plasma e as células durante a centrifugacéo.

Qualquer bactéria ou virus presente no sangue permanece na
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fase de plasma apds a centrifugacdo, gque pode entdo ser
colhida e testada em CANARY. Usando um dispositivo montado
com pegas ndo muito disponiveis no comércio ("COTS"),
demonstrou-se a separacdo de amostras de sangue inteiro em
trés etapas répidas, simples. Meio mililitro de sangue
inteiro é coletado em um tubo heparinizado de separacao de
plasma (etapa 1) e centrifugado por 90 segundos (etapa 2).
O plasma de contengdo de patdgeno separado, com o volume
recuperado que varia de 50 a 250uL, é coletado em um tubo
de ensaio por inversdo (etapa 3). 50uL de plasma &
misturado com os 0.5 mL de meio de ensaio (um processo gue
reduz o efeito de um ativador de célula de CANARY que
esteja presente no plasma, como explicado mais
detalhadamente abaixo) e a mistura é centrifugada para
peletizar o patdégeno. A amostra é testada entdo com células
de CANARY patdgeno-especificas. O tempo total exigido de
coleta de sangue para detecdo de patdédgeno é ~5 minutos.
Usando o método de PST, o LOD é o -1000cfu de sangue
inteiro vivo, avirulento de Y. pestis/mL. Usando 50uL de
200uL de plasma recuperado de 0.5 mL do sangue inteiro,
detectou-se t&o pouco quanto 125cfu (recuperacdo cheia
presumida) por amostra de sangue inteiro. Estes resultados
foram consistentes para cada doador testado até agora.

Como mencionado anteriormente, o plasma humano contém
um ativador de célula B gque interfere com o ensaio de
CANARY, tornando dificil obter um sinal claro a partir de
concentragdes baixas do agente que pode ser diferenciado a
partir da experiéncia. O sinal é produzido por picos do

ativador posterior a um sinal induzido por patdégeno, e a
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amplitude do sinal é dependente de doador, variando de
fracamente perceptivel para varias ordens de magnitude.
Foram desenvolvidos trés métodos de preparacdo de amostra
que, efetivamente, removem o ativador. O método 1 tem a
vantagem pelo fato de que o ativador é soluvel e pode,
portanto, ser removido pela substituicdo do plasma com
tampdo de ensaio. Essa técnica ¢é efetiva com bactérias e
grandes quantidades de virus que podem ser sedimentados com
por centrifugacdo antes da substituigdo, mas para pegquenos
virus ou proteinas soluveis. O método 2 envolve a diluicéao
do efeito do ativador pela adicd3o de um excesso de ensaio
de CANARY para a amostra de plasma. Esse método & mais
rapido e simples, mas necessita de testes adicionais para
assegurar sua efetividade com uma variedade de amostras de
sangue, particularmente aquelas que contém um ativador de
nivel elevado. O método 3 utiliza um pré-tratamento de
amostra de plasma com células B que funcionam como
adsorvente para o ativador.

Para detectar patdgenos intracelulares em células
brancas do sangue, um método foi desenvolvido no qual
modificagdes foram incorporadas ao dispositivo de protdétipo
projetadas para detectar patdgenos no plasma. Essas
modificagdes s&o baseadas em um tubo vacutainer de sangue
disponivel comercialmente, Tubo de Preparacdo de Célula
(CPT). Esse tubo fol projetado para coletar o sangue total
e separar células brancas do sangue mononucleares pela
combinag¢do de um gel de poliéster e um meio de isolamento
de célula por gradiente de densidade em um tUnico tubo. A

separagao das células ocorre durante uma etapa de
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centrifugacdo uUnica. As desvantagens dos tubos comerciais
sdo que eles requerem pelo menos 6 mL de sangue e um minimo
de 15 minutos de centrifugacdo. Pela incorporacdo do gel
CTP e meio de gradiente de densidade no dispositivo de
processamento feito de costume descrito acima, a quantidade
de sangue é reduzida a 0,5 mL e o tempo de centrifugagdo é
apenas 90 segundos.

Para que a separacdo adequada de células do sangue
ocorra o sangue total deve ser diluido a pelo menos 6:1 com
salina tamponada de fosfato (PBS); portanto, 100 pL de PBS
€ colocado sob o gel. O dispositivo estd&, entdo, pronto
para processar uma amostra de sangue. Todo o sangue
heparinizado (600 pL) é colocado em um tubo, o tubo é
invertido para misturar o sangue com © PBS. Apds 90
segundos de centrifugacdo, o sangue se separa em seus
varios componentes. ) plugue vermelho no topo do
dispositivo é substituido com um tubo de ensaio e o plasma
e as células brancas do sangue s&o coletadas no tubo de
ensaio por inverséo.

A distribuicdo de patdgenos intracelulares é alcancada
pela adigdo de reagente lisante de célula M-Per ao tubo de
ensaio e incubacdo a temperatura ambiente por 5 minutos com
circulagdo periddica. A amostra é centrifugada por 1 minuto
para sedimentar o patdgeno, o sobrenadante é substituido
com 500 puL de meio de ensaio, misturado em vértice, e a
centrifugacdo foi repetida. O tempo total a partir da
coleta de sangue até a deteccdo do agente é ~ 12 minutos. A
detecgdo de 1.000 cfu de Y. pestis vivas por mL do sangue

total (600 cfu/ensaio) foi alcancado. Esse método pode



10

15

20

25

144/272

funcionar bem para deteccdo de patdgenos intracelulares que
podem ser concentrados por centrifugacdo a baixa velocidade
(por exemplo, bactérias e virus grandes).
Validacéao

A validacao foi realizada de modo que a sensitividade
e a reatividade cruzada foram testadas usando a linhagem de
célula C. trachomatis. A reatividade cruzada foi observada
com apenas 2 de 22 tipos de bactérias testadas, e apenas em
concentracdes muito elevadas (10’/mL). Embora a bactéria
Streptococcus pneumoniae produza uma reacdo positiva, é
apenas o polissacarideo monomérico da bactéria que aparece
na wurina de um paciente com pneumonia, e antigenos
monoméricos ndo estimulam as células B de CANARY. A outra
bactéria que reagiu de forma cruzada, Gemella morbillorum,
€ um organismo intestinal normal que pode contaminar uma
amostra de wurina, mas ¢é improvavel em uma concentracdo
elevada. A sensibilidade da linhagem de <célula C.
trachomatis variou de 10 a 150 EBs (10, 50, e 150 para
tipos soroldégicos D, H, e K, respectivamente), dependendo
do tipo soroldégico de C. trachomatis testado. Entretanto,
uma vez dque diferentes lotes geram resultados levemente
diferentes, a faixa de sensibilidade pode ter sido devido a
exatiddo da quantificagdo e ndo da resposta diferencial da
linhagem de célula. Em qualguer caso, o LOD determinado
pela validacd&o foi na faixa de 10 a 100.
Conclusao

O biosensor a base de célula B de CANARY utiliza um
sistema altamente desenvolvido para identificagao de

patdgeno que prové varias vantagens sobre outras
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tecnologias de identificag¢d@o. Com CANARY é possivel prover
identificacdo em menos de 5 minutos, e com aqueles
patdégenos grandes o suficiente para serem concentrados em
uma microfuge, demonstrou-se um nivel de sensibilidade que
se aproxima do PCR. Em comparagdo, imunoensaios do estado
da técnica requerem pelo menos 14 minutos e tem um maior
limite de deteccdo (6 x 10° cfu ou 6 x 10 ® pfu). Embora o
PCR seja extremamente sensitivo (1 a 5 cfu), altamente
especifico e se aproveite de avangos tecnoldgicos que
reduziram o tempo para amplificacdo e deteccdo de sinal, o
ensaio leva pelo menos 7 min. (mais tipicamente 20 - 30
min.), ndao incluindo o tempo requerido para extrair e
purificar o DNA. Aplicagdes que se beneficiariam de tal
tecnologia incluem diagnéstico laboratoriais rapidos
(point-of-care) para doencas onde a taxa de retorno para
tratamento € baixa, mas o impacto social é elevado, tais
como, doencas transmitidas sexualmente. Além disso, CANARY
seria valioso para detecgdo de patdgenos agricolas em
portas de entrada, detecgdo pré-sintomatica a partir de
swabs nasais como conseqgliéncia de um ataque de guerra
bioldégica, ou selecgéao de suprimentos de alimentos
pereciveis. De fato, CANARY é um método sensitivo réapido,
que pode possibilitar a detecgdo e identificagao de
patdgenos altamente infecciosos em qualquer ajuste critico
de tempo.

Dieletroforese para Concentracdo de Particulas
Pegquenas

Introducdo: O ensaio de CANARY pode usar centrifugagdo

como uma etapa chave na co-localizagdo de particulas
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contendo antigeno antes de introduzi-las as células B para
reconhecimento e geracdo de sinal. Essa aproximagao tem
sido altamente bem sucedida na detecgdo rapida de alvos de
bactérias e virus que possuem tamanhos de particula maiores
que 500 nm; entretanto, alguns alvos éirais, sendo muito
pequenos, sdo mais dificeis de concentrar dessa maneira e
podem requerer centrifugagdo mais extensa em velocidades
muito altas, e/ou a adigdo de etapas tais como, ligagdo
intermedidria das particulas alvo as microesferas, para
melhorar a sedimentagdo das particulas compostas. Para
determinar as velocidades de centrifugacdo requeridas para
sedimentar particulas de um dado tamanho, pode-se usar a
Lei de Stokes de sedimentac¢do (Equacdo 1) para calcular a
velocidade da particula em um fluido como fungd@o da

viscosidade do fluido e pardmetros rotacionais.

= velocidade da particula
iz = raio da particula_
v =2, Pp Pn | p 22N ; p = densidade
L 5 u 60 p= Vv viscosidade do fluido
- D = raio centnfugo
N = velocidade rotacional

I p
Ty

Como um exemplo, usando-se a atual centrifuga CANARY
de Dbancada tendo uma velocidade méxima de 18.800 rpm,
concentragcdo de particulas virais VEE (di&metro 70 mm)
através de um volume de amostra tipico de 50 pL em um tubo
de microcentrifuga levaria aproximadamente 15 minutos.
Usando uma ultracentrifuga com velocidades de giro de até

100.000 rpm seria possivel reduzir esse tempo de
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sedimentacdo para menos de 1 minuto, mas com a complexidade
associada ao equipamento requerido.

Foram desenvolvidos métodos a base de nao
centrifugagdo para concentracdo de particulas peguenas, um
sendo eletrocinético ou métodos a base de campo elétrico. A
mais bem conhecida dessas técnicas é a eletroforese, que
tem sido usada com muito éxito por muitos anos para
manipular e separar particulas carregadas e moléculas
grandes, inclusive DNA e proteinas, em meio com base de gel
e liquidos. Isso se baseia na aplicacd3o de um campo
elétrico através do meio em que as particulas residem; sob
a influéncia desse campo (constante), particulas carregadas
migrardo para um dos eletrodos. A direcdo e a taxa de
migragdo das particulas depende de suas carga e tamanho.
Bem como das propriedades do meio, incluindo o pH e forcga
idénica. Eletroforese é uma técnica altamente util para a
manipulagcdo de ©particulas carregadas de uma maneira
relativamente imprecisa. Entretanto, concentrar particulas
para locais particulares e, adicionalmente, se essas
particulas ndo s&o necessariamente carregadas, mas sao
polarizadas, entdo a técnica chamada dieletroforese &
usada.

Dieletroforese — O Bdsico

O termo dieletroforese (DEP) foi usado primeiramente
por Pohl, que foi capaz de induzir movimento e separacdo de
miltiplos tipos de células pelo uso de um campo elétrico
monouniforme para gerar uma separacgao de carga
(polarizacéo, criando um dipolo) nas particulas

descarregadas. Existem dois modos de DEP, o positivo e o
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negativo, conforme ilustrado na FIG. 181; o modo é
determinado pela polarizabilidade relativa das particulas
com relacdao ao meio adjacente. Em ambos os casos, a
particula e o meio experimentam uma separacdo de carga sob
um campo elétrico monouniforme aplicado. Se a particula é
mais polarizavel gque o meio, o dipolo da rede resulta na
atragcdo de particula em direcdo a regiéé de campo elétrico
mais elevado; 1Isso ¢é atribuido & DEP positiva. Se a
particula é menos polarizavel que o meio, entdo o meio
fluido migra em direcdo a regido de campo elevado, que
empurra a particula em direg¢do ao minimo campo elétrico.
Essa é a DEP negativa.

Observe que se a polaridade do campo elétrico ¢&
mudada, as cargas induzidas e dipolos também mudam as
polaridades, de modo que as particulas ainda se movem na
mesma direcdo; 1isso possibilita o uso de campos de corrente
alternada (AC) para manipular a particula. Campos de AC
permitem o aproveitamento da polarizabilidade da particula
que é dependente da freqiéncia; isso significa que a mesma
particula pode experimentar DEP positiva ou negativa,
dependendo da freqiiéncia do campo aplicado. Campos de AC
sao também mais desejidveis que os DC porque eles néao
resultam em geragcdo de rede de géas significante nos
eletrodos devido a eletrdlise. Geralmente, em freqiiéncias
baixas uma particula experimentard dieletroforese positiva,
uma vez que existe tempo suficiente em cada ciclo para que
as cargas das particulas se separem com relacdo as cargas
do meio. Em freqliéncias altas, a distribuicdo de cargas

dentro das particulas ndao pode se “manter”, e a particula
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torna-se menos polarizavel com relagdo ao meio, colocando-o
em regime de dieletroforese negativa. A DEP positiva pode
ser usada para concentrar particulas nos eletrodos, e a DEP
negativa, para aprisiond-las nos “pocgos” de campo elétrico
distante dos eletrodos. A freqiéncia na qual a particula
muda da DEP positiva para a negativa ¢é chamada de
freqiéncia de corte.

A equacgdo 2 mostra os fatores que influenciam a forcga
dieletroforética (Fpegp); a forgca é proporcional ao guadrado
da voltagem aplicada (V) e ao cubo do raio da particula
(r), e 1lnversamente proporcional a distancia (d) do
eletrodo. Esta também ¢é uma fungdo da permissividade
relativa da particula (egp*) e do meio (ep*), ambos os quais
sdo dependentes da freqiiéncia (w), como indicado pelo seu

efeito no fator de Clausius-Mossotti K{(w).

o

. 2
Foew = 2007, Re|K{@)WE? Vg’a% K(w)= f’; 25.
?

Existem muitas demonstra¢des de uso da DEO positiva e
negativa para manipular e aprisionar células e particulas
grandes (> 1 um). Mais recentemente, com oS avangos nos
métodos de fabricagdo que possibilitam a formacdo de
eletrodos de geometria menor, a DEP também tem sido usada
para aprisionar virus grandes e mesmo macromoléculas como
proteinas e DNA. Usamos a DEP para concentrar particulas
com menos que 100 nm em didmetro, um problema desafiador na
medida em que a Equagdo 2 indica claramente que na medida

em que o tamanho da particula diminui, existe uma
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necessidade de aumentar substancialmente o campo elétrico
aplicado (possivelmente gerando eletrdlise) e/ou diminuir a
geometria e distéancia do eletrodo (que complica o processo
e fabricacéao).

Materiais e Métodos

Projeto do Chip de DEP

Um conjunto de dispositivos com vArias geometrias de
eletrodos interdigitados foram fabricados. Cada dispositivo
consistiu de um conjunto de linhas de platina depositadas
em um chip de quartzo quadrado com dimensdes de 25 mm X 25
mm X 0,5 mm, com o eletrodo-padrdo definido usando-se um
processo liftoff convencional no qual a imagem negativa do
metal padrdao é formada fotolitograficamente usandoc um
polimero fotosensitivo, apdés do que a platina é depositada
usando evaporagdo por feixes de elétrons e o excesso de
platina é removido mediante a dissolucdo do fotopolimero
subjacente (FIG. 182). A FIG.183 o eletrodo-padrdo basico e
um chip de dispositivo completo. Além dos dois eletrodos-
padrdo lineares, um pequeno numero de estruturas de quatro
eletrodos também foram fabricadas; estas podem ser usadas
para alcancar a dieletroforese com ondas progressivas, na
qual quatro sinais AC, separados igualmente em fase, sé&o
aplicados aos eletrodos para deslocar as particulas ao
longo da estrutura para o centro da espiral.

Arranjo de Teste

Dois arranjos foram usados para exercitar os chips de
DEP, um no qual os chips foram mantidos de forma horizontal
e o outro no qual eles foram mantidos na forma vertical.

Observe que apesar das simulagdes terem usado uma estrutura
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de chip duplo, os experimentos iniciais apenas usaram um
conjunto uUnico de eletrodos, para demonstrar a atragdo e
repulsdo das particulas de teste por meio de DEP positiva e
negativa, respectivamente. Tanto na configuragéo horizontal
quanto na vertical, o canal de fluido éoi formado mediante
o imprensamento de uma junta de silicone de 125 um de
espessura entre o chip contendo o eletrodo e um chip de
quartzo plano. O dispositivo foi mantido em um dos dois
tipos de arrumagdo, o acesso elétrico foili obtido por meio
de clipes de alavanca de cobre que contatavam blocos de
metal conectados aos eletrodos interdigitados no chip
contendo o eletrodo.

O movimento de microesfera foi gerado mediante
aplicagdo de uma onda quadrada através dos dois eletrodos,
de amplitude 1-10 V (pico a pico) a uma freqiéncia de 1 Hz
a 10 MHz, wusando um gerador de funcdo Hewlett Packard
HP237. As particulas de teste consistiam de microesferas de
poliestireno identificadas de forma fluorescente (Bangs
Laboratories, emissdo a 655 nm) de varios diéametros,
suspensas em Aagua destilada. Na configuracdo horizontal, a
movimentacdo da microesfera foi observada de um modo
estatico mediante o enchimento do canal com microesferas
suspensas no fluido, aplicag¢do de campo, e formagdo de
imagem do movimento da microesfera. Na configuracgdo
vertical, o fluxo de fluido foi gerado mediante a aplicacéao
de uma quantidade pequena de material absorvente em uma
extremidade do canal para atuar como uma mecha de material
absorvente (“wick”). As 1imagens das particulas foram

capturadas usando uma camara CCD conectada a um microscdpio
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de fluorescéncia Olympus BX60 equipado com uma variedade de
conjuntos de filtro de fluorescéncia, e registrados em um
gravador de DVD.

Resultados

O objetivo dessa realizacdo era mostrar a habilidade
para localizar pequenas particulas usando DEP. Portanto,
os dispositivos foram avaliados para mostrar essa
habilidade tanto no modo DEP positivo quanto no modo DEP
negativo. Em baixas freqliéncias as microesferas exibiram
DEP positiva, na qual as microesferas se localizaram nos
eletrodos; na medida em que a freqUéncia de excitacdo foi
aumentada, em algum ponto as microesferas foram liberadas
da superficie do eletrodo e comegaram a se mover para longe
dos eletrodos.

Usando a configuracdo horizontal foi possivel mostrar
a atracao e repulsdo de microesferas com didmetro de 2,7-
um e 0, 3-um usando eletrodos com largura de linha de 5-um,
mas ndo foi possivel determinar a distédncia de repulsido
devido a configuragdo do arranjo de teste, na qual os chips
foram mantidos na forma horizontal e observados conforme
exposto acima. Subseqlentemente, dispositivos fabricados
contendo eletrodos com largura de 1linha de 2-um foram
feitos e testados na configuracdo vertical.

Conclusdbes

Foi possivel demonstrar o movimento dieletroforético
positivo e o negativo de 300-nm e particulas grandes usando
eletrodos de metal interdigitados com largura de onda de 2
pum. No regime DEP negativo, particulas foram repelidas a

partir da superficie do eletrodo a uma distdncia de até 20
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pum. A DEP negativa também foi demonstrada usando-se
particulas de 50 nm. Mas com uma distdncia de repulsido de
apenas 5 um. O objetivo eventual dessa realizacdo era
concentrar particulas menores que 100 nm de diadmetro, e
adicionalmente, ser capaz de repeli-las a uma distancia
adequada longe dos eletrodos acionadore§ para ser capaz de
separar a superficie concentrada de particulas do restante
do fluido de amostra. Uma distdncia de repulsdo de pelo
menos 100 pm facilitaria essa separagcdo em um canal
microfluidico, mas com os presentes dispositivos foi
possivel alcangar uma distadncia de repulsdo de menos que 20
Hm. Ao se considerar os pardmetros gque controlam a forca de
DEP efetiva, constata-se sua escala como sendo o cubo
inverso da largura de linha do eletrodo. Isso indica que
uma redugdo de 10 X na largura de linha geraria um aumento
de 1000 X na forca de DEP, e um aumento correspondente na
distancia de repulsdo para uma dada voltagem de acionamento
e um dado diadmetro de particula. Eletrodos com largura de
linha de 2 pm podem ser fabricados usando os avancgados
sistemas de fotolitografia, e estes dispositivos
possibilitardo concentracdo de particulas de 50 nm.

Detecgdo de Toxina com CANARY

Materiais e Métodos
GST-BoNT/A e Expressdo Recombinante de E HC e Purificacdo
cDNAs codificando BoNT/A Hc e BoONT/E Hc em plasmidio pGEX-
4T3.

Plasmidios foram transfectados em BL21 (DE3) pLys
(Invitrogen) de acordo com as instrugcdes do fabricante.

Bactérias abrigando plasmidios foram diluidas a partir de
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culturas cultivadas durante a noite e crescidas em OD600 de
~ 0,5, IPTG foi adicionado até uma concentracdo final de
400 uM, e a incubac&o foi continuada a 30 °C por 4 horas.
As bactérias foram coletadas e cada litro foi ressuspenso
em 30 mL de BugBuster com 30 upL de benzonase nuclease
(Novagen), e o tubo foi rotacionado a temperatura ambiente
por 20 minutos. O lisado foi centrifugado a 21.000 RCF por
30 minutos a 4°C, a proteina soluvel foi decantada em 3 mL
de glutationa sefarose (Amersham Biosciences), balanceada
com PSB, EDTA 1 mM. A pasta foi agitada com giros a 4°C por
2 horas e vertida em 20 mL de coluna disponivel (BioRad). A
coluna foi lavada com PBS/EDTA, e proteina recombinante foi
eluida em glutationa 10 mM e Tris 100 mM, pH 8,0.

Matrizes ndo-Médicas

Um sétimo (1/7) de volume de HNa 7X (NaCl 560 mM,
Hepes 1,4 M pH 7,9, e microesferas revestidas com
anticorposs) foi adicionado a solug¢do dopada de antigeno.
No final de uma etapa de ligagdo de 12 minutos, 190 uL de
meio de ensaio foi adicionado, o tubo foi colocado no ima
por 30 segundos, e o) sobrenadante, descartado. As
microesferas foram ressuspensas em 50 uL de meio de ensaio,
20 pL de células foram adicionadas, o tubo foi posta para
girar por 5 segundos para sedimentas as microesferas e as
células CANARY, produgéo de luz monitorada em um
luminémetro.

Produg¢do de Anticorpo

Hibridomas foram aclimatizados em meio de hibridoma
SFM (Gibco) + 1X aminodcidos néo essenciais (Gibco,

piruvato de sédio 100 pM, L-glutamina 200 uM). Alguns
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hibridomas requereram inicialmente 10 % de soro, mas todos
os anticorpos foram, finalmente, produzidos em meio
contendo 10 % de soro.

Purificagdo de Anticorpo /

Sobrenadantes de hibridomas produzidos em meio livre
de soro foram centrifugados a 3.700 RPM em centrifuga
clinica, e o sobrenadante foi filtrado em 0,2 micron.
Entdo, 1 mL de Proteina G Sefarose 4 de fluxo réapido
balanceada em PBS (GE Healthcare) foi adicionada ao
sobrenadante e agitadas com giros lentamente ou de 3 a 4
horas a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C.
Resina foi vertida em uma coluna disponivel, lavada com
PBS, e fra¢des de 1 mL foram eluidas com KPO, pH 2,7
diretamente em 100 puL de Hepes 1 M, tampdo de pH 8,5 foi
trocado por PBS usando colunas NAP-5.

Reticulag¢do para Gerar Resina de Proteina G

Microesferas (Dynal Dynabeades Protein G) foram
lavadas em NaOAc 50 mM, pH 5,0. O pH do sobrenadante de
hibridoma foi ajustado para aproximadamente 5,0, BSA a 0,1
% foi adicionado, e a solucdo foi filtrada em filtros de
2,5 microns. Entao, 100 1L de microesferas foram
adicionados a 10 mL de sobrenadante de hibridoma, e o tubo
foi rotacionado a temperatura ambiente. As microesferas
foram lavadas em borato de sédio 0,2 M, pH 8,0, e
ressuspensas em 1 mL de borato contendo DMP 20 mM. O tubo
foi rotacionado a temperatura ambiente por 30 minutos, 250
pL de Tris 1 M, pH 8,0, foi adicionado, e o tubo foi
incubado por 15 minutos. As microesferas foram lavadas em

PBS + Triton X-100 a 0,05 %, e ressuspensas em 1 mL.
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Aproximadamente 0,4 pL de microesferas foram usadas em
ensaio de CANARY para a maioria dos experimentos.

Reticulagdo de Biotina

Anticorpo foi concentrado até aproximadamente 1 mg/mL
antes da conjugacdo usando concentradores centrifugos Omega
30K Nanosep. Biotina (Sulfo—NHS—LC—LC—Biotina, Pierce) foi
ressuspensa em PBS a 10 mM. Biotina foi adicionada com
excesso molar de 20 vezes sob o anticorpo, © gqual foi
incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. Tris, pH
7,5, foili adicionado a 100 mM, e o tampdo, trocado em PBS.
Anticorpos biotinilados foram adicionados a microesferas do
tipo Dynabeads M-280 (Dynal) em concentracdo suficiente
para saturar locais de ligacgdes (20 pg de anticorpo por mg
de microesferas) e incubados a temperatura ambiente por 30
minutos. As microesferas foram coletadas, lavadas e
armazenadas em PBS + Triton X-100 a 0,05%. Tipicamente, as
microesferas foram diluidas até um décimo de sua
concentragcdo de estoque original, e foi usado 0,4 uL de
microesferas por ensaio de CANARY.

Introdugdo

CANARY demonstrou desempenho excepcional na detecgédo
de virus e bactérias. A detecgdo de toxinas apresenta um
problema diferente. A dificuldade para detecgdo de toxinas
¢ que enquanto um anticorpo expresso na superficie de
células B pode se ligar a duas moléculas de toxina, cada
molécula de toxina pode se ligar a apenas um anticorpo.
Isso significa que o©s anticorpos nao serdo reticulados

toxinas monoméricas, soluveis e due, conseqlientemente, a
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cascata intracelular que leva a emissdo de luz a partir de
célula CANARY nédo serd iniciada.

Um método eficaz para superar este problema é capturar
toxinas em microesferas. Essas microesferas revestidas com
toxinas podem, entdo, reticular multiplos anticorpos na
superficie de células CANARY e estimular a emissdo de 1luz.
O uso de microesferas de captura também facilita a
transferéncia de toxina de proteina soluvel a partir de
solugdes incompativeis de células (contento estimuladores
nao especificos ou inibidores de <células CANARY) em
solugdes compativeis de célula CANARY. Essa importante
capacidade expande muito os tipos de matrizes nas quais o
CANARY pode ser potencialmente usado para detectar toxinas.

Detecgcdo de Toxina Botulinica

Formas de toxina: Varios tipos de antigeno de
neurotoxina botulinica A (BoNT/A) foram usados, dependendo
do propdésito do experimento e da maturacdo do ensaio de
toxina.

Fusdo GST de BoNT/A de cadeia pesada (BoNT/Hc)
produzida em E. coli. Essa proteina recombinante foi usada
para selecionar “pools” de células CANARY para aqueles que
expressam anticorpos BoNT/A. A fusdo GST permitiu facil
fixagcdo do antigeno as microesferas e selecdo de células
CANARY. BONT/E Hc recombinante foi usado como controle para
demonstrar que a resposta de células CANARY foram
especificas para BoNT/A (os anticorpos ndo se ligam a
BoNT/E) . Entretanto, proteinas GTS tém uma propensdo a se

dimerizarem em solugdo e, portanto, nd3o sd8o um alvo
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adequado para demonstrar a habilidade de CANARY para
detectar proteinas monoméricas.

BoNT/Hc Comercial. Essa porc¢do ndo téxica da BoNT/A é
isolada a partir de toxina nativa e precisa ser capturado
da solug¢d@o usando um anticorpo contra -BoNT/A. Esse é& um bom
modelo para detecgdo de proteina soluvel, mas a porgdo de
cadeia pesada do BoNT ndo ¢é tdo estdvel gquanto a da
holotoxina, e essa instabilidade causou medicgdes de
sensibilidade usando esse dificil antigeno.
Consideravelmente, isso também ndo demonstra, realmente, a
habilidade de detectar BoNT/A ativa.

BoNT/A. A maioria dos experimentos foram realizados
usando BoNT/A ativa adquirida de uma fonte comercial
(Metabiologics).

Complexo de BoNT/A. BoNT/A na medida que é produzida
pelo Clostridium botulinum é complexada com uma variedade
de outras proteinas. Essas proteinas associadas bloqueiam a
ligagdo de alguns anticorpos, entdo é necessario demonstrar
que o ensaio de CANARY desenvolvido usando esses anticorpos
pode detectar n&o apenas BoNT/A, mas também complexo de
BONT/A.

Anticorpos

A maioria dos experimentos usou anticorpos derivados
de hibridomas 6E10-10, 6C2-4 e 6B2-2. Esses anticorpos
ligam-se a epitopos independentes no BoNT/A. A maioria dos
experimentos descritos abaixo usou células CANARY que
expressam anticorpo 6B2-2 para detectar antigeno de BoNT/A

capturado em anticorpo 6E10-10 ligado a microesferas.
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Experimentos adicionais também usaram anticorpos CR1,
Raz e 525, cada um dos gquais liga-se a 3 epitopos separadas
na proteina BoNT/A. Esses anticorpos foram usados para
determinar o efeito da afinidade do anticorpo na
sensibilidade do ensaio de CANARY.

Microesferas: Glutationa sefarose foi usada para
capturar BoNT/A Hc recombinante para apresentacdo as
células CANARY para selecdo e teste inicial. Microesferas
revestidas com proteina G (sefarose ou paramagnético) foram
reticuladas para capturar anticorpos e usadas para capturar
produtos de BoNT/A soliveis em solugdo para apresentacdo as
células CANARY. Microesferas paramagnéticas revestidas com
estreptavidina foram revestidas com anticorpos marcados com
biotina. Essas microesferas foram mais reproduziveis, e
porque elas sdo paramagnéticas, também permitem preparacao
da amostra (captura de toxina e lavagem das microesferas)
sem requere centrifugacaio.

Resultados: Experimentos Usando Simuladores para
Toxina BoNT/A

Os genes gque codificam anticorpos para diferentes
epitopos na BONT/A Hc (6B2-2 e 6E10-10) foram clonados e
expressos em linhagens de célula B separada para estimar
sua funcdo. Ambos os resultados de linhagem de célula
responderam a proteina de fusdo GST-BoNT/A Hc 1ligada a
microesferas de glutationa-sefarose. Para testar funcdo de
células CANARY, o antigeno recombinante foi capturado em
microesferas de glutationa, as microesferas foram lavadas
em meio de ensaio, e o antigeno de captura foi apresentado

as células CANARY qgue expressam anticorpo 6E10-10. A
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resposta da célula CANARY 6B2-2 pdde ser parcialmente
anulada mediante a incubacdo da BoONT/A Hc-GST 1ligada a
microesferas com anticorpo 6B2-2 por 2,5 horas ou durante a
noite. A BoNT/E Hc-GST capturada em microesferas de
glutationa ndo estimulou as células, demonstrando que a
resposta CANARY é estimulada pela interacdo com o antigeno,
e ndo de forma ndo especifica pelas microesferas ou pela
toxina.

As proteinas GST dimerizam em solucdo e, portanto, nao
podem ser usadas para demonstrar a habilidade do CANARY
para detectar proteina monomérica, soluvel. Para mostrar a
captura de antigeno monomérico, soltivel a partir da
solugdo, foi wusada a BoNT/A Hc purificada a partir de
BoNT/A nativa (Metabiologics). O anticorpo 6E10-10 foi
conjugado em microesferas marcadas de proteina G, e essas
microesferas foram incubadas com concentracdes diferentes
de BoNT/A Hc. Células CANARY foram adicionadas as
microesferas revestidas com BoNT/A Hc, e a mistura foi
centrifugada por 5 segundos par co-sedimentar as
microesferas e as células. O antigeno capturado estimulou
efetivamente as células CANARY em um modo de dose-
especifica, com uma sensibilidade aparente de 800 pg (80
ng/mL) . O tempo total de ensaio para esse experimento foi <
5 minutos, incluindo 1ligacdo de microesfera, adicdo de
célula e medicdo de producdo de luz.

Entretanto, BONT/A Hc se agregou durante o
armazenamento, tornando dificeis as medig¢des de exatiddo de
sensibilidade de ensaio. BoNT/A Hc nao congelado produziu

uma maior resposta que a BoNT/A Hc que foi congelada. O
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sobrenadante do centrifugado, BoNT/A Hc congelado-
descongelado, exibiu menos atividade ainda, indicando que
agregados foram formados durante o processo de
congelamento-descongelamento. Além disso, as
caracteristicas de armazenamento, com vgriabilidade lote—-a-
lote também afetaram a habilidade para determinar a
sensibilidade de forma exata. Uma vez gque ¢é importante
demonstrar que CANARY é capaz de detectar proteina soluvel,
tipicamente a BoNT/A Hc foi ensaiada a qual foi armazenada
congelada e centrifugada ao descongelar para remover OS
agregados.

Algumas solucgdes, tais como, suco de laranja ou &agua,
sdo incompativeis com ensaio de  CANARY, entédo foi
necessario trocar a solugdo original contendo o simulador
de toxina com o meio de ensaio. Além disso, foi verificado
que algumas matrizes afetaram ndo apenas as células, mas
também a captura de toxina pelas microesferas revestidas
com anticorpos. Por exemplo, o suco de 1laranja foi
problemadtico por causa de seu baixo pH (pH = 3,5). A
solugcdo foi projetar um agente de tamponamento uUnico que,
quando adicionado a uma ampla variedade de solugdes,
normalizou o pH e criou uma concentracdo minima de sal para
permitir a captura especifica do antigeno. Para esses
experimentos, foi criado um tampdo concentrado (7xHNa) para
adicionar a todos os 1liquidos para elevar a concentragdo
final de sal a pelo menos 80 mM, e tamponar o pH das
solugdes acidas, tais como o suco de laranja, para
aproximadamente 6,5. As microesferas podiam ser armazenadas

nesse tampdo, desse modo, o ensaio de toxina ainda requereu
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a adicdo de apenas uma unica solucdo (7xHNa + microesferas
capturadas) para a amostra. As microesferas revestidas com
anticorpos foram incubadas em solugcdo por 12 minutos,
lavadas com meio de amostra e usadas no ensaio de CANARY. O
LOD para BoNT/A Hc, definido como 3 vezes superior ao
experimento de base, foi 80 ng/mL. Embora a sensibilidade
do CANARY para BoNT/A Hc em suco de léranja e PBS/Tx-100
fosse comparavel com a do controle, o leite provou ser
inibitério (aproximadamente 20% do controle), indicando que
a preparacadao da amostra teria gue ser alterada para
alcangar sensibilidade ideal nessa matriz. Os resultados
iniciais indicaram gque o aumento a concentracdo do sal no
leite pode melhorar a sensibilidade.

Varias matrizes medicinalmente relevantes também foram
testadas e cada uma requereu um método especifico para
preparacdo de amostra. O procedimento desenvolvido para
ensaiar amostras nasais envolveu a coleta de amostras em
swabs, a haste do swab foi aparada, e a extremidade do swab
foi colocada em um cesto com filtro de 5 microns ajustado
em um tubo eppendorf. O meio de ensaio contendo BoNT/A Hc
foi adicionado, e o conjunto foi tampado e centrifugado. O
eluato do filtrado foi coletado em tubo eppendorf e
ensaiado usando o procedimento de captura por microesfera
descrito acima. Os sinais a partir de swabs de controle e
real com BoNT/Hc s&o muito similares, indicando que nenhum
dos 1inibidores estdo presentes nas amostras nasais. A
falta de uma resposta CANARY para swabs nasal na auséncia

do antigeno (swab nasal) mostra que ndo existem quaisquer
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estimuladores ndo especificos presentes na amostra de swab
nasal.

Toxina BoNT/A e Sensibilidade de Ensaio de CANARY

Para demonstrar que CANARY detecta ndo apenas com
toxina BoNT/Hc simuladora, mas também com a toxina BoNT/A
ativa, BoNT/A comercial foi adquirida e ensaiada usando
toxina capturada com microesferas de 6E10-10 e detectadas
usando células CANARY 6B2-2. O limite de deteccdo nesse
ensaio foi de aproximadamente 8 ng/mL ou 80 pg de toxina,
que € um melhoramento de aproximadamente 10 vezes mais que
o LOD para toxina BoNT/A Hc simuladora. Amostras contendo
16 pg de toxina (1,6 ng/mL) estimulam células a
aproximadamente 3 vezes superior ao experimento de base,
porém com um perfil cinético que ndo se ajusta ao algoritmo
de detecgdo atual. Esse melhoramento na sensibilidade do
ensaio também indica que toxina BoNT/A ativa permanece
soluvel durante o armazenamento, ou que os anticorpos se
ligaram melhor a toxina inteira que & cadeia pesada.

A deteccdo de toxina BoNT/A nas amostras reais também
foram demonstradas. A detecgdo de toxina BoNT/A na urina
foi realizada onde o limite de deteccdo era de 16 ng/mL e
também foi efetiva para a detecgcdo de toxina BoNT/A no
sangue total. BoNT/A foi adicionada ao sangue total e o
sangue foi brevemente centrifugado em meio a um polimero
para facilitar a separacd8o das c¢élulas do material do
material soluvel. Microesferas de 6E10-10 foram adicionadas
ao sobrenadante resultante, incubadas por 2 minutos, e
ensaiadas usando células CANARY 6B2-2. Como observado

quando da detecgdo das toxinas simuladoras em leite, o
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limite de deteccéao para esse ensaio, 16 ng/mL, é
aproximadamente 5 vezes mails baixo que a sensibilidade
vista usando meio de controle.

E possivel que a elevada concentracdo de proteina em
ambas as matrizes tenham inibido interacdes especificas
entre anticorpos ligados as microesferas e a BoNT/A em
solugcdo. Em uma tentativa de aumentar a sensibilidade em
solucdes com elevadas concentra¢des de proteina, a adicao
de sal e detergentes n&do idnicos foi testada. O sal (NaCl),
detergente ndo idnico (Tween-20 ou Triton X-100) ou
combinagdes dos dois foram adicionados a 48 ng/mL de BoONT/A
em plasma, e os resultados foram comparados com a adicdo de
dgua. A adigdo de Triton X-100 melhorou o sinal, enquanto
que a adigcdo de Tween 20 ndo melhorou. A adicdo de sal
individualmente teve um efeito mais dramatico, aumentando a
amplitude do sinal de 1700 RLU para aproximadamente 4800
RLU. A adigdo de detergente as amostras contendo sal né&o
produziu um efeito aditivo. Isso indica que a adicdo de sal
pode ter diminuido interacgdes proteina-proteina nao
especifica e aumentado a taxa de BoNT/A que se liga as
microesferas revestidas com anticorpos.

Otimizag¢do de Ensaio

Seria esperado que a sensibilidade do ensaio de BONT/A
fosse dependente da densidade do antigeno em cada esfera
que, por sua vez, € dependente do numero de microesferas
usadas para capturar a toxina em solucdo. O uso de um
grande numero de microesferas assegura a maxima eficiéncia
de captura, mas se a concentragdo de toxina é baixa, o

antigeno presente em cada microesfera pode esta muito



10

15

20

25

165/272

disperso para eliciar uma resposta <celular efetiva.
Portanto, um equilibrio entre o numero de microesferas e
densidade de antigeno em cada microesfera precisa ser
determinado. Para otimizar esses parametros, um conjunto de
experimentos foil realizado testando uma variedade de
concentragdes de microesferas com diferentes volumes de
BoNT/A em 1,6 ng/mL. Em um de tais experimentos, numeros
diferentes de microesferas foram adicionados a cada amostra
e as amostras foram incubadas por 2 minutos. Quando
incubadas em volumes pegquenos, grandes nimeros de
microesferas estimularam bem menos gque pequenos numeros de
microesferas. Isso indicaria que em amostras contendo
quantidades baixas de toxina, a captura com grandes numeros
de microesferas resulta em uma distribuicdo muito dispersa
do antigeno para estimular, de forma efetiva, as células
CANARY.

Embora a extensdo do tempo de captura melhore
significativamente o LOD para 0,32 ng/mL de BoNT/A, também
foi observado que o efeito do numero de microesfera tornou-
se mais pronunciado. Por exemplo, com microesferas
incubadas durante a noite com 100 pL de BoNT/A em 0,32
ng/ml, diminuindo o numero de microesfera de 300.000 para
3.000 melhorou o sinal. Poucas microesferas significa que
cada microesfera terd mais toxina, melhorando o sinal na
medida em que o numero de microesferas diminui.

A combinagcdo de biotinilar o anticorpo, melhorar a
ligagcao e condig¢gdes de lavagem e otimizar o numero de
microesfera levou a uma sensibilidade melhorada de 16 pg

(1,6 ng/mL) em um ensaio de 6 minutos. Dezesseis picogramas
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de toxina representam aproximadamente 0,000029 (1/34,370)
de LD50 por inalacdo para uma pessoa de 55 Kg (120 1b).
Isso ¢é aproximadamente 0,00023 x LD50 por injegdo, e
0,00000029 b4 LD50 por ingesté&o. Nesse nivel de
sensibilidade o ensaio pode detectar aproximadamente 1 LD50
presente em 34 litros de fluido.

Resultados para a Toxina Real: BoNf/A

BoNT/A dopada em urina pdde ser detectada, entretanto,
a amplitude de sinal foi um pouco reduzida gquando comparada
com o controle (FIG. 158). Nesse experimento nenhum pré-
tratamento foi usado, e microesferas revestida co 6E10-10
foram adicionadas diretamente a urina dopada com BoNT/A. O
limite de detecgdo para BoNT/A na urina foi 16 ng/mL,
comparado a 3,2 ng/mL para a toxina diluida diretamente no
meio de ensalio em experimentos paralelos.

CANARY também foi efetivo para selecdo de BoNT/A no
sangue total usando o procedimento de preparacdo de amostra
descrito em outra parte (FIG. 159). O sangue total foi
dopado com BoNT/A, e o sangue foi centrifugado rapidamente
em meio a um polimero para facilitar a separacdo de células
do material soluvel. Microesferas revestidas com anticorpos
6E10-10 foram adicionadas ao sobrenadante, incubadas por 2
minutos e ensaiadas usando células CANARY 6B2-2. O limite
de deteccao para este ensaio é 16 ng/mL, aproximadamente 5
vezes mais baixa que a sensibilidade observada usando meio
de controle. Esse método de preparacdo de amostra resultou
em um melhoramento significante diante de ensaios

anteriores em plasma preparado por centrifugacdo na

auséncia de polimero.
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No leite e no soro, o limite de detecgdo para toxina
por ensaio de CANARY foi aproximadamente 5 vezes mais alto
que os dos controles. E possivel que isso tenha ocorrido
devido a concentracdo elevada de proteina em ambas as
matrizes que inibiu interagdes especificas entre anticorpos
ligados a microesferas e o BoNT/A na solugdo. Em uma

tentativa de melhorar a sensibilidade de solucdes de

elevada concentracdo de proteina, a adigc&o de sal e
detergentes ndo 1iénicos foi testada (FIG. 160). O sal
(NaCl), o detergente nao idénico (Tween-20 ou Triton X-100)

ou combinac¢des dos dois foram adicionados a 48 ng/mL BoNT/A
em plasma, e o0s resultados foram comparados com os de
adigcdo de agua. A adicgdo de Triton X-100 melhorou o sinal,
enquanto que a adicdo de Tween ndo melhorou. A adigdo de
sal individualmente teve um efeito mais dramatico,
aumentando a amplitude do sinal de 1700 RLU para
aproximadamente 4800 RLU. A adicdo de detergente as
amostras contendo sal ndo produziu um efeito aditivo. Isso
indica que a adicdo de sal pode ter diminuido interacgdes
proteina-proteina n&o especifica, e aumentado a taxa de
BoNT/A que se liga as microesferas revestidas com
anticorpos.

Foi mostrado gque CANARY pode detectar, de forma

efetiva BoNT/A ativa, mas se a toxina é isolada a partir de

certas cepas de Clostridium botulinum, a toxina seré
complexa com proteinas adicionais, criando um alvo
antigenicamente diferente, complexo de BoNT/A.

Consideravelmente, CANARY detectou complexo de BoNT/A com

0s mesmos niveis de resposta da BoNT/A (FIG. 161).
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Quantidades equimoleculares de BoNT/A e complexos de BoNT/A
(5 fmoles de cada) foram adicionadas a microesferes
revestidas com 6E10-10, e a toxina capturada foi detectada
usando células 6B2-2. A resposta de CANARY foi idéntica
para ambas as preparag¢gdes, indicando que os epitopos no
BoNT/A ligados por esses anticorpos ndo foram blogueados
por proteinas de complexo de BoNT/A.

Foram escolhidos dois focos no desenvolvimento de um
ensaio que ¢é muito rédpido. Incubacdes 1longas sdo de
interesses de limites de ensaio, mas ndo para propdsito de
diagndstico ou detecgdo. Foi verificado que biotinilar o
anticorpo de —captura e fixad-los em microesferas de
estreptavidina foi mais facil e Ggerou, marginalmente,
resultados melhores. A combinacéo de biotinilar o)
anticorpo, melhorar a 1ligagdo e condig¢des de lavagem e
otimizar o numero de microesfera levou a uma sensibilidade
melhorada por um periodo de tempo. Em um ensaio de 10 pL de
solugdo suspeita dopada com BoNT/A, a sensibilidade é 16 pg
(1,6 ng/mL) (FIG. 162). O ensaio inteiro, incluindo a
adigcao de microesferas, ligag¢do por dois minutos, captura
magnética e lavagem de microesfera, adicdo de célula e
medig¢do de producgdo de luz, leva aproximadamente 6 minutos.

Resumo

Em resumo, foi desenvolvido um ensaio para toxina
botulinica usando microesferas revestidas com anticorpos
para capturar toxina soluvel. Essas microesferas revestidas
com toxina sdo usadas para apresentar toxina imobilizada as
células CANARY. Consideravelmente as microesferas facilitam

a transferéncia de toxinas a partir de qualquer variedade
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de matrizes incompativeis de células em heio de ensaio.
Isso permite a detecgdo de toxina no sangue, urina, swabs
nasal, suco de laranja, leite, &gua e Triton-PBS algumas
matrizes causam respostas diminuidas em ensaios de CANARY,
particularmente aquelas que contém concentracdes elevadas
de proteinas (plasma e leite). Essa inibicdo pode ser
parcialmente superada mediante adicdo de sal para diminuir
interagcdes de proteinas ndo especificas. O ensaio foi
otimizado para ser réapido, e pode detectar 16 pg (1,6
ng/mL) de BoNT/A 6 minutos. A sensibilidade poderia parecer
ser dependente da afinidade do anticorpo de captura, mas o
uso de anticorpos de afinidade mais elevada ndo melhora o
limite de detecgdo. O aumento do tempo de incubacdo da
etapa de captura de microesfera ndo resulta em uma melhor
sensibilidade (menos que 0,32 ng/mL). Mesmo em matrizes
dificeis pode detectar uma fracdo de um LD50 em 6 minutos.

Desenvolvimento de Hardware para CANARY

Materiais e Métodos

Ensaio de microesfera de Agente Magnético e
Microesfera de Célula-B Magnética.

Microsferas que ligam células-B: Dynabeads® Mouse Pan
B (B220) numero de catdlogo 114-41D foram usados sem
modificacdo adicional.

Microesferas que ligam agente: Dynabeads® M280
Tosylativated numero de catdlogo 142-03 foram
funcionalizados com anticorpos de captura de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Procedimento de ensaio: Incubar microesferas

magnéticas (Dynal / numero de cat. 142-03) foram revestidas
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com anticorpos de agentes em tubo de 1,5 mL com amostra por
5 minutos a temperatura ambiente. Abaixar o agente
capturado e a microesfera para o fundo do tubo com o ima.
Adicionar microesferas magnéticas de células-B (Dynal /
numero de cat. 114-41D) ao tubo e abaixad-las para o fundo
do tubo mediante uma exposigdo por 10 segundos em um im&
forte de terra rara. Colocar o tudo em lumindémetro e ler o
sinal.

Tiras de Fluxo Lateral

Materiais:

Chumaco de amostra: chumaco de fibra de vidro
Millipore tipo G041 / GFCP1 030 00. Chumacos de material
absorvente (“Wick pads”): chumacos de amostra absorventes
de celulose Millipore C082 / CFSP1l 730 00.

Membrana der captura: Membrana polypro GH Pall de 0,45
um (n°. de cat. GHP4550001 / Pall).

Métodos

Montar as tiras de fluxo lateral como segue. Colocar
um chuma¢o de material absorvente Millipore de 0,25 in. X
0,25 in. em uma fita adesiva. Aplicar uma membrana polypro
GH Pall de 0,45 pum de 0,4 in. X 0,1 in no topo do chumaco
de material absorvente de forma que 1/3 da membrana esteja
no topo do chumago de material absorvente. Aplicar um
filtro de fibra de vidro de 0,25 in. X 0,5 in & membrana
polypro GH Pall.

Aqui sao descritos hardwares de canal uUnico capazes de
realizar ensaios de CANARY otimizados. Foram adotados dois
caminhos paralelos: (1) Desenvolvimento dos conceitos de

projeto de costume para uma unidade uUnica capaz de rodar e
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analisar as amostras CANARY, e (2) examinar lumindémetros
COTS e minicentrifugas que podem ser modificadas, ou
preferivelmente usadas sem modificagcdo para realizar
ensaios de CANARY. A conseqiéncia daquele processo foi a
identificagcdo de hardware COTS baratos que melhoram o
desempenho e o0s procedimentos de ensaio de CANARY. A
combinacdo ideal de hardware baseou-se no lumindmetro FB1l2
de Berthold Detection Systems usado em conjuncdo com uma
minicentrifuga VWR ajustada com um rotor de costume para
possibilitar rodar até oito amostras de CANARY na
configuracdo ideal.

O procedimento para usar o sensor de canal unico
comega com um pré-rodagem de ~ 2 minutos a > 6.000 RCF em
uma microcentrifuga convencional de rotores horizontais
(swing-bucket), se disponivel, ou na microcentrifuga VWR.
Uma goticula de células B foi adicionada a amostra,
colocada na microcentrifuga e girada por 5 segundos. Existe
tempo suficiente antes do sinal de pico para transferir a
amostra para o Jlumindmetro para leitura de sinal e
identificagdo de CANARY. Todo o procedimento de teste de
CANARY pode ser completado em 3 minutos possibilitando que
esse sensor de canal uUnico operado por um usudrio uUnico
processe até 25 amostras por hora com pré-rodagens de

amostras em paralelo.

Desenvolvimento de Sensor de 16 Canais

Nessa forma mais simples, uma medigcdo de CANARY
consiste em preparar uma amostra em um tubo transparente,
introduzir uma aliquota de células B preparadas de forma

especial no tubo, conduzir as células B para o fundo do
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tubo wusando um girador centrifugo réapido, e medir a
produgcdo de luz do tubo com um sensor de contagem de
fétons. No laboratério, a maioria das medigdes de CANARY
foi feita seqlencialmente, uma amostra de cada wvez; No
sensor de identificacéao biocaerosol BAWS/CANARY
automatizado, quatro amostras sé&o medidas simultaneamente,
cada amostra tendo seu prdéprio canal de coleta de luz. Cada
canal de coleta de luz consiste tipicamente de um sensor de
féton, fonte de alimentagcdo de voltagem elevada, um
circuito de discriminacg¢do de pulso e, possivelmente, um
contador digital. O primeiro sistema requer mais tempo,
enquanto que o Ultimo requer hardware mais complexo (e
caro) .

Uma nova aproximagcdo que reduziu o tempo para medir
amostras multiplas (embora preservando as exigéncias
minimas do hardware) foi testada com éxito. Um sensor de
leito de teste foi fabricado, o que permitiu a medicdo
simulténea de até 16 amostras usando um canal de
recolhimento de luz uUnico. O sensor consistia de um rotor
que mantinha 16 tubos de 1,5 mL horizontalmente, igualmente
distribuidos em torno de sua circunferéncia, e acionado por
um motor de velocidade variavel em torno do eixo vertical.
Um Unico elemento de deteccgdo de fétons fixado (nesse caso,
um PMT) foi posicionado na superficie plana do rotor, logo
adiante da rota dos tubos durante a rotacdo. Desse modo,
cada um dos tubos foi, seqlencialmente e respectivamente,
posto em proximidade imediata do PMT, permitindo gque a

produgdo de luz fosse amostrada em cada passagem.
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Adicionalmente, um interruptor o6ético consistindo de
uma fonte oética (um LED infravermelho) e um detector (um
fototransistor) foram usados para controlar a contagem de
fétons detectados e a reorganizagdo de dados em 16 campos,
cada um associado com uma amostra especifica.

Uma medicdo Unica consiste de: 1. Preparar 16 amostras
(e/ou controles em tubos individuais de 1,5 mL;
2.introduzir uma aliquota de células B em cada um dos
tubos; 3. Instalar os tubos em um rotor situado em uma
caixa preta; 4. Localizar as células B no fundo dos tubos
usando um girador centrifugo répido 5 (segundos) em alta
RCF (~ 2000 g); 5. Reduzir a velocidade do rotor para 60
rpm enguanto perdurar a medicdo (1-2 minutos), cada tubo
sendo amostrado uma vez a cada segundo; 6. Gerar uma série
de tempo de contagem de féton para cada amostra para
exibicdo e/ou entrada em um algoritmo de computador para
avaliacéao.

Os testes foram rodados analisando as caracteristicas
da colecdo de sinais a partir das amostras lidas enquanto
giravam para determinar qudo completamente o rotor de 16
locais no de leito de teste poderia ser cheio antes que os
sinais comecassem a se sobrepor. Com o rotor completamente
cheio, todas as amostras produziram sinais com sinalizacgao
para razdes de ruidos compardveis com aqueles observados no
sensor de canal uUnico, e nenhuma diafonia perceptivel de
luz emitida entre os canais foi observada caso confusao
suficiente fosse provida para limitar os angulos
transmitidos pela luz. Um exemplo de dados a partir do de

leito de teste com 16 canais mostra um LOD comparavel a
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aquele do método de tubo uUnico. Embora esse sensor meca 16
amostras na medida em que s&o projetadas, grandes numeros
de amostras sdo possiveis, ainda que o tamanho fisico e as
estatisticas de amostragem sejam os parametros que ditardo,
no final, os limites praticos.

O formato rotativo foi introduzido no projeto para o

/

sensor protdétipo de 16 canais portdteis. O objetivo inicial
do projeto foi incorporar o hardware necessdrio para a
rodar e ler ensaios de CANARY em uma unidade portatil auto-
contida, pequena com menos de 12 polegadas na dimensdo mais
longa. Adicionalmente, providéncias foram tomadas para
assegurar que o consumo de energia foi baixo o suficiente
para possibilitar a inclusdo de uma bateria no anexo para
operagdo alimentada por bateria. Esses objetivos foram
consumados mediante a construgdo de componentes de sensor
em uma caixa de transporte de COTS pequenos que foi fechado
para luz e &gua, e mediante o uso de um motor menor e
controlador que foi capaz de rodar o rotor usando uma fonte
de poténcia DC de 24 V.

Desenvolvimento de Sensor Portdtil: Desenvolvimento de
Ensaio Simplificado

Um sensor portatil compacto especifico em aplicacdes
clinicas, radpidas (“point-of-care”) e de organizacéo
direcionada é de ©particular interesse. Foi focada a
caracterizacdo do desempenho de procedimentos alternativos
de ensaio que podem reduzir ou eliminar as exigéncias para
as etapas de centrifugagdo, uma vez que eles sdo atualmente
os acionadores primarios de consumo de energia e

complexidade do instrumento. Foi avaliado experimentalmente



10

15

20

25

175/272

um numero de aproximacdes direcionadas a formatos de
amostra que empregam exigéncias de centrifugacao reduzida,
canais microfluidicos, montagens de fluxo lateral,
filtracdo ou captura magnética de microesfera. Dessas
aproximacdes, a redugdo das exigéncias de centrifugacao,
uso de montagens de fluxo lateral, e captura magnética de
microesfera, sdao descritos em mais detalhes abaixo.

Formato padrd3o com etapas de centrifugagdo reduzida.
Sinais em resposta a elevadas concentracgdes de agentes
foram observados sem etapas de centrifugag¢do, assim para
caracterizar trade-offs de desempenho que resultariam, foi
realizada uma série de experimentos usando permutacdes de
centrifugacdo diferentes. Os experimentos indicaram que
reduzindo os tempos de centrifugacdo e de ensaio (de ~ 3
minutos por ensaio para ~ 1 minuto por ensaio) reduzira a
sensibilidade para aproximadamente um ordem de magnitude.

Formatos de fluxo lateral. Foi caracterizado o
desempenho de ensaio de CANARY em dispositivos com
materiais de filtro e de drenagem de camada para realizar
transporte de fluido de amostra e localizagdo de antigeno
sem centrifugacdo. A construcdo béasica dos dispositivos,
bem como as ilustracgdes que demonstram sua habilidade para
localizar particulas dimensionadas de esporo, sao mostradas
nas FIGS. 184 e 185. A FIG. 186 mostra os sinais
resultantes de CANARY para os ensaios centrifugos padrao e
ensaios de fluxo lateral usando o mesmo agente e amostra de
célula.

Ensaio duplo de microesfera magnética. Foi

caracterizado um ensaio que tirou proveito de dois
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conjuntos de microesferas magnéticas. Um conjunto &
especifico para as células B de CANARY, enquanto dque o
outro conjunto é especifico para um agente particular. Na
FIG. 187, um ensaio de CANARY padrdao foi corrido ao longo
de um ensaio duplo de microesferas usando as mesmas séries
de células B e agente de diluicgéo. Microesferas magnéticas
especificas para Y. pestis foram misturadas com uma série
de diluicdo de agente Y. pestis por 5 minutos. Apds 5
minutos as microesferas magnéticas foram abaixadas para o
fundo do tubo de ensaio junto com alguns Y. pestis ligados,
e o sobrenadante foi removido. As células B marcadas
magneticamente foram, entéo, adicionadas & amostra e
abaixadas para o fundo do tubo. O agente de localizacdo e
células B com microesferas magnéticas, desse modo,
demonstraram, em grande ©parte, fornecer sensibilidade
similar aquela da centrifugacéao.

Desenvolvimento de Hardware de Sensor Portatil

O desenvolvimento de Hardware de sensor portatil
comegou com O projeto de um cartucho apto para um ensaio de
CANARY uUnico que pode ser realizado sem centrifugacdo. O
cartucho foi projetado para conter um swab que possui um
imd8 pequeno, mas poderoso, em sua ponta, bem como uma
cadpsula de células B que estdo fixadas a microesferas
magneticas (FIG.188). Apds usar o swab para amostrar uma
superficie, 1isso seria introduzido na céapsula contendo
células B, e o 1im& arrastaria as células ligadas a
microesferas para o antigeno na superficie do swab. Entéao,
o cartucho inteiro seria deslizado em um lumindmetro

alimentado por bateria, adaptado especialmente para
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registrar a emissdo de luz. Esse sensor portatil poderia
ser usado em campo para determinar a exposicdao de uma
pessoa ou superficie a um patdgeno especifico. A base
légica para esse projeto foi baseada em varios fatores. Foi
demonstrada a habilidade para substituir centrifugacgdo por
‘
microesferas magnéticas mediante o uso de um ima para
arrastar células B ligadas a microesferas para o antigeno
em uma amostra liquida (que foi preparada por
centrifugacdo). Também foi mostrado que células B podem ser

empacotadas em capsulas, Jj& que elas estariam no cartucho,

e também podem ser refrigeradas por semanas ou mantidas a

temperatura ambiente por 48 horas sem perder a
sensibilidade. Finalmente, embora os imds possam ter
efeitos adversos no funcionamento de um tubo

fotomultiplicador, foi possivel mostrar gque a distéancia
entre o swab magnético e o tubo fotomultiplicador no
lumindémetro pode ser controlada para impedir esses efeitos
adversos. Os experimentos iniciais mostraram que células B
ligadas a microesferas, arrastadas para um imd esférico de
neodimio na auséncia de antigeno, emitem um sinal de 1luz
transiente. Isso é muito provavelmente devido ao estresse
mecdnico das células. VAarias reparacdes possiveils foram
identificadas incluindo: o uso de im&s mais fracos (imds de
neodimio sdo muito fortes); imds “ajustados” (um material
magnético na ponta do swab, magnetizado por um imad de
neodimio montado mais distante do corpo do swab); e um ima
retratil (que pode ser retirado imediatamente apds as

células B terem sido atraidas para a superficie do swab).
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A complexidade de processamento e manipulagéao
magnética foi removida do artigo de consumo onde isso faria
subir o custo de operagdo. A variagao dos componentes para
a amostra magnética e manipulacdes de célula no dispositivo
de 1leitura portatil adiciona pouco ao custo total do
dispositivo. Além disso, essa aproximaééo possibilita que
os ensaios sejam realizados em tubos de microcentrifuga de
COTS e assegura confiabilidade e sensibilidade maxima. Com
base nessas vantagens, um lumindémetro portatil com
caracteristica gque possibilitam a manipulacdo de ensaio
magnético na placa (Yonbard”) foi desenvolvido. O sensor
6tico e a eletrdnica de suporte sdo baseados naqueles
verificados em um lumindmetro disponivel comercialmente
feito por Berthold Detection Systems, o mesmo fabricante
que produz o lumindmetro COTS que foi incorporado no sensor
de CANARY de canal uUnico. O projeto resultante é mostrado
na FIG. 189. O sensor completo com base nesse projeto é
mostrado na FIG. 190.

O sensor de CANARY portatil (FIG. 190) retrata um PMT
orientado com o fotocatodo < 1 mm a partir do fundo do tubo
de ensaio, uma tela de leitura com mesa de toque, um pacote
de bateria recarregavel, e uma porta de amostra mével. A
porta de amostra contém um im& de terra rara posicionado de
modo que a insercdo de um tubo como mostrado na FIG. 189
resulte em co-localizacdo do alvo capturado e células B
marcadas magneticamente. O procedimento de ensaio comega
com a adigdo de microesferas magnéticas para a amostra,
seguida de mistura e incubacdo por 5 minutos. A suspensao

amostra/microesfera é, entdo, colocada em um suporte de
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tubo magnético na porta por 1 minuto para localizar o alvo
de captura no fundo do tubo. A amostra que foi empobrecida
de alvo € removida e substituida com tampdo de ensaio
contendo celular B, e o tubo é retornado para o suporte
magnético. Apds 5 segundos, o tubo é colocado em posicdo de
leitura na porta, a porta é fechada e os sinais PMT sé&o
registrados.

Desse modo, foil desenvolvido um sistema para producdo
de células B construidas geneticamente que serve como
sensor para a identificacdo rdpida de patdégenos e toxinas.
Os ensaios desenvolvidos usando essas células demonstram a
melhor combinacdo de velocidade e sensibilidade conhecidas
(< 50 particulas de Y. pestis mortas em < 3 minutos, com
uma taxa de alarme falsa de 0,4% com amostras de
laboratério), e porque as células B sdo auto-replicantes, o
custo de materiais é muito baixo. Além das 24 linhagens de
célula-B construidas geneticamente geradas, incluindo febre
do vale do Rift, virus da Dengue e outras de significancia
para diagnésticos clinicos, foi produzida uma linhagem de
células CANARY cuja especificidade pode ser construida em
semanas ao invés de meses. Foram desenvolvidos ensaios de 5
minutos para amostras clinicamente relevantes, demonstrando
detecgdo 50 cfu de esporos de B.anthracis a partir de swabs
nasais, 500 cfu de C. trachomatis EBs na urina, e 1000 cfu
de Y. pestis/mL de sangue total. Também foi demonstrado que
ensaios de CANARY podem ser multiplexados mediante a
combinacdo de até trés linhagens de células em um ensaio
unico, ou mediante a construgdo de células que respondem a

mais de um patdgeno. Alternativamente, foi mostrada a
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producdo de células que emitem comprimentos de onda de luz
diferentes, possibilitando um ensaio unico que pode
distinguir entre dois ou mais patdgenos.

Foram aumentadas as capacidades de CANARY para incluir
toxinas de proteina, demonstrando detéccdo em niveis téao
baixos quanto 16 pg (1,6 ng/mL) de toxina Botulinica A em
um ensaio de 6 minutos. Dezesseis picogramas de toxina
representam aproximadamente 0,000029 (1/34,370) de LD50 por
inalacdo para uma pessoa de 55 Kg (120 1b). 1Isso ¢é
aproximadamente 0,00023 x LD50 por injecdo, e 0,00000029 x
LD50 por ingestdo. Nesse nivel de sensibilidade o ensaio
pode detectar aproximadamente 1 LD50 presente em 34 litros
de fluido. Isso é pouco claro se essa sensibilidade fosse
suficiente para diagndéstico de BoNT/A usando amostras de
soro de pacientes (dados publicados sobre concentragdes de
soro estdo em falta), mas 1isso certamente seria um
excelente método de selecdo para contaminag¢d&o de alimentos,
material aerossolizado ou exposicdo de inalagao (swabs
nasais).

Embora o ensaio de CANARY possa ser realizado em um
formato de canal Unico usando varios pedacos do equipamento
COTS, foi desenvolvido um sensor de 16 canalis com um motor
de rotacgao integrado e PMT que pode processar
aproximadamente 100 amostras/hora enquanto mantendo o LOD
ideal de 50 cfu/pfu de bactérias ou virus grandes. Também
foi desenvolvido um sensor portdtil gque utiliza uma
aproximacdo magnética dupla, n&o centrifuga.

O biosensor com base em célula B de CANARY explora um

sistema altamente desenvolvido para identificacgéo de



10

15

20

25

181/272

patégenos que prové varias vantagens diante de owutras
tecnologias de identificagdo. O biosensor a base de célula
B de CANARY utiliza um sistema altamente desenvolvido para
identificacdo de patégeno que prové varias vantagens sobre
outras tecnologias de identificacéo. Coﬁ CANARY é possivel
prover identificacdo em aproximadamente 5 minutos, e com
aqueles patdgenos grandes o suficiente para serem
concentrados em uma microfuge, foi demonstrado um nivel de
sensibilidade que se aproxima do PCR. Em comparagao,
imunoensaios do estado da técnica requerem pelo menos 14
minutos e tem um maior limite de deteccdo (6 x 10* cfu ou 6
x 10 ® pfu). Embora o PCR seja extremamente sensitivo (1 a
5 cfu), altamente especifico e se aproveite de avangos
tecnolbégicos que reduziram o tempo para amplificagdo. e
deteccdo de sinal, o ensaio leva pelo menos 7 min.
(tipicamente 20 - 30 min.), nd&o incluindo o tempo requerido
para extrair e purificar o DNA. Aplicacgdes que se
beneficiariam de uma tecnologia tal como CANARY incluem
diagnésticos laboratoriais rapidos (point-of-care) para
doencas onde a taxa de retorno para o tratamento é baixa,
mas © impacto social é elevado, tais como, doencas
transmitidas sexualmente. Além disso, CANARY seria valioso
para detecg¢do pré-sintomatica a partir de swabs nasais como
conseqliéncia de um ataque de guerra bioldgica, detecgdo de
patdégenos de agricultura de porta de entrada, ou selegdo
suprimentos de alimentos pereciveis. De fato, CANARY é um
método sensitivo rapido, que pode possibilitar a detecgdo e
identificagdo de patdégenos altamente infecciosos em

qualquer ajuste critico de tempo.
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EXEMPLOS DE METODOS DE ENSAIO E CONSTRUGAO DE CELULA

A. Métodos de Construcdo de Células:

Células M12g3R foram mantidas a 37°C em uma atmosfera
umidificada de CO2 a 5% em RPMI 1640 suplementado com soro
bovino fetal a 10%, piruvato de sédio 1 mM, glutamina-L 2
nM, 100 uM de aminocadcidos n&o essenciais, 50 uM de
mercaptoetanl-2, 50 ung/mL de estreptomicina, 50 U/mL de
penicilina e 250 ng/mL de anfoterecina B (Life
Technologies). Células foram transfectadas com
pCMV.AEQ.IRES.NEO por meio de eletroporacdo (270 V, 950 uF)
e selecionadas em 1 mg/mL de G418 por duas semanas. Clones
resistentes de G418 foram selecionados para a resposta a
anti-IgM. Aqueles clones com o maior aumento na emissdo de
féton na reticulacdo da superficie de IgM foram usados em
transfecgdo subseqliente para gerar linhagens de células B
especificas para patdégenos particulares. A expressdo de
superficie de anticorpos com especificidade construida é
efetuada por co-transfec¢cdo (por meio de eletroporac&o) com
vetores de expressdo para cadeias pesadas e leves, bem como
com um que codifica um gen que confere resisténcia para a
puromicina. Clones e pools resistentes a puromicina foram
selecionados com base em suas respostas ao antigeno. O
vetor de expressdo de cadeia leve, VKExpress, contém a
regido constante para o gene de humano Kappa a Jjusante de
um local de clonagem multipla (MCS), sob controle do
promotor de fator 1l-a (EF-la) de elongac¢do humano. O vetor
de cadeia pesada foi gerado mediante a modificacdo de
pDisplay (Invitrogen), retendo o promotor de

citomegalovirus (CMV) e a seqiiéncia lider, mas substituindo
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o dominio de transmembrana receptor de fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) com o gene para a regido
constante de murina IgM ligada a membrana e removendo ambas
as identificagcdes em cada lado do MCS. Os sitios de
restricdo apropriados sdo adicionados a regides variaveis
de anticorpos usando PCR e a seqléncia de todos os produtos
de PCR antes da clonagem no construto de expressdo. As
regides variaveis usadas para produzir o anticorpo
recombinante foram clonadas ou a partir de cDNA ou a partir
de hibridomas usando Transcricao—-Reversa (TR) com
iniciadores de oligonucleotideos randomizados e PCR. O RNA
foli extraido com reagente Triazol (Life Technologies), de
acordo com recomendagdes do fabricante, e a primeira
sintese de cadeia foi realizada usando o kit Retroscript
(Ambio). PCR foi realizado usando conjuntos de iniciadores
projetados para se anelarem as seqgiéncias lideres ou de
cadeias leves ou pesadas [S. T. Jones e M. M. Bending,
Bio/Technology 9, 88 (1991)] na extremidade 5’, e as
regides constantes de Kappa de murina ou IgG2 na
extremidade 3’.

B. Resposta de Célula B Bioluminescente ao FMDV:]

A linhagem de célula B M12g3R, transfectada de forma
estidvel com plasmidio pCMV.AEQ.IRES.NEO e vetores de
expressdao para um anticorpo recombinante gue reconhecem a
cepa Al2 de FMDV, foram preparados para o ensaio de
luminescéncia com segue: 1. Preparag¢do de células 24 horas
apbds o descongelamento é critica para a confiabilidade e

estabilidade maximas.
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A etapa de congelamento/descongelamento aumenta a
resposta das células B para 100 vezes. No dia 2, 10°
células foram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas
em meio de ensaio [meio independente de COZ, FBS a 10%, 50
ug/mL de estreptomicina, e 50 U/mil he penicilina, 250
ng/mL de anfotrecina B (Life Technologies)] com 50 pM de
coelenterazina (Molecular Probes, Eugene, Oreg.) cobertas
com ladmina de metal, lavada duas vezes e ressuspensas em
meio de ensaio em um concentragcdo final de 5 x 105
células/mL. As células foram deixadas girar durante a noite
a temperatura ambiente em tubos de 1,5 mL de
microcentrifuga e ensaiadas 15-20 horas mais tarde. Para o
ensaio, 25 uL de células foram misturados com antigeno (5
uL, de cepa wt AlZ2pRMC35 a 1,4 x 10® pfu/mL, 10 uL de
variante Al12, B2PD.3, a 7,5 x 10’ pfu/mL) e a resposta
medida em um lumindémetro (Lumat LB 9507, Perkin Elmer).

C. Ensaio de Bioluminescéncia com Bactérias e Virus
grandes:

O dispositivo de sensor e os métodos podem ser usados

para detecgdo rapida de Dbactérias, bem como patdgenos

virais. Linhagens celulares foram construidas para
responder a bactéria Francisella tularensis, © agente
etioldédgico da tularemia. Entretanto, quando ensaiadas

usando o mesmo protocolo com virus VEE e FMD, o sinal é
lento e quase indistinguivel do sinal do de |Dbase,
indicativo de baixas taxas de interagdo entre as células B
e o antigeno (Os de pré-rodagem/0s de rodagem) .
Experimentos anteriores realizados com simuladores de

microesferas revestidas com antigeno indicaram dque a
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sensibilidade e a velocidade podem ser aumentadas mediante
a concentracao de antigeno e células B (dados nao

mostrados), entdo o luminbmetro foi reconfigurado para

incluir uma centrifuga posicionada acima do tubo
fotomultiplicador (PMT). Quando o agente e as células séo
misturados juntos e, entéo, concentrados mediante

centrifugagdo por 5 segundos, o sinal é melhorado e a
resposta € mais réapida (0s pré-rodagem/5s de rodagem).
Resultados otimizados sdo observados quando o F.tularensis
de centrifugacdo lenta é centrifugado antes da adicao de
células (60s de pré-rodagem/5s rodagem). Esse formato
assegura que um numero grande de células vem em contato
fisico com o antigeno dentro de uma curta disposicao de
tempo, por meio disso, provendo um maior melhoramento na
sensibilidade e velocidade. Apds otimizacgdo adicional do
protocolo de ensaio, é possivel detectar agora niveis téao
baixos quanto 60 unidades formadoras de coldénia (cfu) de
F.tularensis em menos de 3 minutos, incluindo o tempo que
isso leva para pré-rodar o agente, mas sem ver nenhuma
resposta da Yersinia pestis inativada, a bactéria que causa
a praga. O limite de deteccdo foi confirmado com duas
outras fontes de F.tularensis 1inativada, e uma cepa
diferente (dados ndo mostrados). Além disso, o dispositivo
de sensor exibe uma faixa ampla de sensibilidade,
detectando concentragdes variando em uma faixa superior a 7
ordens de magnitude.

As células B foram preparadas como descrito acima. 50
uL contendo a quantidade indicada de Y. pestis ou F.

tularensis foram centrifugados por 60 s a 6500 x g, entdo
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20 pL de células foram adicionadas e giradas por 5 s
adicionais no lumindémetro centrifugo. Fétons foram
detectados com um tubo fotomultiplicador HC-125 Hamamatsu e
o sinal foi monitorado com um contador de fétons controlado
por um Standford Research Systems SR406.
EXEMPLO DE DETECGAO DE ACIDO NUCLEICO

Caracterizagcdo de anticorpos de digoxigenina de
células emissoras

Plasmidios que decodificam um anticorpo (Daugherty, et
al. (1998) Construcdo de Proteinas 11 (9): 825-832) contra
proteinas foram introduzidos dentre de células emissoras, e
estas células foram selecionadas usando proteinas (BSA)
quimicamente conjugadas para digoxigenina (Dig-BSA). Doze
pools independentes forma selecionados resultando em 12-24
linhagens celulares independentes. O primeiro experimento
testou se estas células podem detectar antigenos de
digoxigenina reticulado por DNA (Dig-DNA). Trés tipos de
Dig-DNA comerciais foram testados por reatividade com
anticorpo Dig expressando células CANARY (FIGS. 26A - C):
DNA de plasmidios com uma digoxigenina fixou todos os pares
de 20 bases (FIG. 26A); marcadores de peso molecular de DNA
com digoxigenina fixaram todas as 200 bases (FIG. 26B); e
os marcadores de peso molecular de DNA com uma digoxigenina
fixou cada extremidade (FIG. 26C). Cada um destes padrdes
estimulou as células emissoras para um grau variado, com a
maioria das respostas sendo para o DNA de plasmidio Dig-
marcados. O fato de que os antigenos estarem espacgados em
média por 20 bases isoladamente estimula as células 100

vezes mails (por base de digoxigenina, e ndo por base de
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micrograma de DNA) que os antigenos espacados por 200 bases
isoladamente é uma indicacdo de que o espacamento das 200
bases é muito maior que a distancia para estimular uma
resposta ideal. Para estimular a cascata intracelular
resultante da distribuicdo de céld&o e produgado de
aequorina leve, anticorpos adjacentes podem ser
imobilizados préximos o suficiente de cada outro para
iniciar a reacgdo dentro da célula.

Também foi observado que a centrifugacdo logo antes da
medicao de produgdo de luz, que € rotina na deteccdo de
antigenos sollveis e insoluveis usando o CANARY
tradicional, pode realmente diminuir a sensitividade de
CANARY contra o antigeno Dig-DNA soluvel. No experimento
mostrado (FIGS. 27 A e 27B), centrifugando as células
através da solugdo de DNA parece diminuir de deteccdo de um
fator aproximadamente de 10. Este resultado pode refletir
diferencas entre a detecgdo de DNA e a deteccdo de outros
antigenos ndo sedimentéveis.

Detecgdo de sondas de oligonucleodideos hibridizados
usando células emissoras.

Este ensaio foi projetado para detectar a hibridizacado
de sondas marcadas com digoxigenina (Dig) para DNA alvo. O
DNA alvo para esses experimentos foi derivado do phagemid
pBluescript II. Esse phagemid circular longo de 3100 pares
de base pode ser induzido para fazer DNA de cadeia dupla
(dsDNA) ou também duas cadeias uUnicas de DNA (ssDNA). Essa
duas cadeias ssDNA sdao designadas cadeia (+) ou cadeia (-).
Dez sondas de oligonucleotideos marcadas com Dig que se

ligam especificamente a cadeia (+) foram projetados:
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Tm

i S A eia ¢ R Posicao de base

1811;%;0 Seqiiéncia de DNA e e

1 GCAACGTTGTTGCCATT (SEQIDNO:1) | 2269-2285 56.0
2 TACAGGCATCGTGGTGT (SEQIDNO: 2), |2288-2304 53.3
3 GCTCGTCGTTTGGTATGG (SEQIDNO: 3) 2309-2326 57.3
4 TCATTCAGCTCCGGTTC (SEQIDNO:4) |[2328-2344 55.0
5 ACGATCAAGGCGAGTTAC (SEQIDNO: 5) | 2348-2365 53.1
6 GATCCCCCATGTTGTGC (SEQIDNO: 6) |2368-2384 57.7
7 AAAGCGGTTAGCTCCTTC (SEQIDNO:7) |2388-2405 54.3
8 TCCTCCGATCGTTGTCA (SEQID NO: 8) |2408-2424 56.5
9 GTAAGTTGGCCGCAGTG (SEQID NO:9) | 2428-2444 55.7
10 TCACTCATGGTTATGGCA (SEQID NO: 10) | 2448-2465 53.5
NEG3 CCATACCAAACGACGAGC (SEQIDNO: 11) | 2326-2309 373

Oligonucleotideos
localizacbes ao
mostrado
oligonucleotideo,
temperatura de
aproximacgdo da afinidade de ligacdo).
Tm(s)

cada um,

para esses oligonucleotideos

sdo
longo do
para cada um, a

fusdo (Tm)

numerados na

ordem de

seqiéncia de

daquele oligonucleotideo

caracteristicas de ligag¢do similares.

suas
DNA phagemid pBluescript.
DNA

a posigado da sequiéncia no phagemid e a

A faixa pequena nas

indica gque eles tém,

(uma

Cada um desses oligonucleotideos possui uma molécula

de digoxigenina (Dig) fixada a um primeiro residuo, e cada

um possul comparaveis caracteristicas de 1ligacdo de DNA

alvo como refletido por suas temperaturas de fusdo (Tm)
similares calculadas. A hibridizag¢do desse conjunto de 10
oligonucleotideos marcados com digoxigenina a cadeia (+) do
DNA alvo rende uma extensdo de 200 bases de DNA de cadeia
dupla com uma molécula Dig a cada 20 bases. As 2900 bases

restantes do plasmidio permanecem de cadeia unica.



10

15

20

25

189/272

Essa colecdo de antigenos de digoxigenina imobilizados
reticula anticorpos de digoxigenina na superficie de
células emissoras e estimulam producdo de luz.

O 11° oligonucleotideo (NEG3) é um controle. O NEG3
foi projetado para se ligar diretamente ao oligonucleotideo
numero 3, produzindo um pedaco curto de dsDNA de 20 longos
nucleotideos com um Dig uUnico em cada extremidade. As
células emissoras que expressam um anticorpo de
digoxigenina foram capazes de detectar 80 fentomoles de
oligonucleotideo (FIG. 28). Esse controle demonstrou que as
condi¢bes de hibridizagd3o escolhidas foram pelo menos
suficientes para suportar a ligacgéao de dois
oligonucleotideos dentro dessa faixa de Tm. Mais
consideravelmente, esse controle demonstrou que a ligacdo
entre 20 bases de DNA complementar é suficientemente forte
para reticular anticorpos e induzir um sinal de células
emissoras.

A hibridizagdo oligonucleotideo-oligonucleotideo de
forma extremamente répida (FIG. 29). O oligonucleotideo
NEG3 foi adicionado a solugdo de hibridizacdo, seguido pelo
oligo3. A solugdo foi imediatamente diluida no meio, as
células emissoras adicionadas, e o local de reacdo foi no
lumindmetro (tempo decorrido para adicdo de oligo3 foi 15
segundos) . Esse protocolo de hibridizacdo abreviado néo
afetou drasticamente a sensibilidade do ensaio (comparar
FIG. 29 com FIG. 28).

Em seqguida, oligonucleotideos marcados com Dig
multiplo foram hibridizados para alvo de DNA de cadeia

dinica. Esse complexo foi testado para avaliar sua
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habilidade para estimular células emissoras. A FIG. 30
mostra uma série de hibridizacdes de concentragdes
diferentes de sonda de oligonucleotideo-Dig para uma dada
quantidade de ssDNA. A razdo de ssDNA: a sonda de
oligonucleotideo gque gera o melhor sinai nesse experimento
estava entre 1:2 e 1:4. Em concentracdes mais elevadas de
sonda, os oligonucleotideos marcados com Dig n&o ligados
pareceram 1inibir a sinalizacdo. Nesses experimentos 0,63
pmoles de oligonucleotideos funcionaram bem sob muitas das
condicdes testadas. Uma curva de dose-resposta did um limite

de detecgdo para DNA de cadeia simples de aproximadamente

50 ng, ou aproximadamente 50 fmoles (FIG. 31). E importante
observar que o DNA de cadeia (-) nédo foi detectado em
gqualquer um desses experimentos, indicando que a

hibridizag¢do de oligonucleotideos marcados com Dig e com
subseqiente sinalizacgdo de células emissoras é dependente
da seqgléncia de DNA alvo.

A temperatura e constituintes de tampdo afetam a
hibridizacdo de oligos-Dig para DNA alvo. A hibridizacédo
entre 47 °C e 51 °C ou em PBS (FIG. 32A) ou TBS (FIG. 32B)
gerou a resposta maior. A hibridizacdo realizada em
temperaturas mais elevadas ou mais baixas diminui a
amplitude de sinal. Mudancas nos constituintes de tampdo
afetardo, obviamente, a temperatura de hibridizacdo ideal.
Captura de DNA Alvo

Oligonucleotideos marcados com biotina foram ligados a
superficie do im& revestido com estreptavidina e
microesferas ndo magnéticas. Essas oligos “capturas” sé&o

projetadas para se ligarem ao DNA alvo em uma posigdo bem
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distante do local dos oligonucleotideos marcados com Dig. A
ligacdo de DNA alvo a um suporte sedimentavel permitira a
lavagem mais extensa do DNA antes da adigdo de células
emissoras e melhorard a sensibilidade do ensaio. Uma
estratégia para sedimentacdo do DNA alvé é mostrada na FIG.
33. Nesse esquema, um oligonucleotideo de captura marcado
com biotina ¢é fixado ou a poliestireno revestido com
estreptavidina ou a microesferas magnéticas.
Oligonucleotideos marcados com digoxigenina sdo
hibridizados ao alvo, e o complexo fol sedimentado mediante
a centrifugagdo ou aplicagcdo de um campo magnético. As
células emissoras séo, em seguida, ressuspensas e
sedimentadas com as microesferas, e o tubo de reacdo
colocado em um lumindmetro. Os efeitos de sedimentacdo na
detecgdo de DNA alvo sdo mostrados na FIG. 34. Nesse caso,
o LOD é melhorado para a faixa de atomol elevada quando
comparada com resultados tipicos nos quais o DNA ndo é
sedimentado. A adigd&o de um reagente de bloqueio comercial
(Roche Applied Science N° Cat. 1 096 176) melhora mais o
sinal. A FIG. 35 mostra o resultado da adicdo de
concentrag¢des diferentes de agente de bloqueio durante a
etapa de hibridizacgdo/captura. Nesse experimento, a adicéo
de reagente de Dbloqueio entre 1% e 10% melhorou o sinal
para a razdo de base em todas as concentragdes de alvo

testadas.
CELULAS EMISSORAS DE FATOR Fc

Os receptores Fc sdo uma familia de proteinas
expressas em membranas dque se ligam a anticorpos ou

complexos imunes. Elas s30 expressas em varias células
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hematopoiéticas incluindo mondécitos e macrdéfagos. Existem
varias subclasses de receptores Fc incluindo o Receptor Fc
gama I (FcyRI), um ligante de afinidade elevada de
anticorpo soluvel. O FcyRI se 1liga 2 regido constante
(porgdo Fc) da Imunoglobuliba G (IgG) déixando a regido que
liga antigeno 1livre. A reticulacdo do receptor ligado a
anticorpo por antigeno especifico inicia o caminho de
sinalizag¢do que estimula a distribuicdo de célcio.

A linhagem celular de macréfago humano, U937, contém
FcyRI enddégeno. O tratamento dessas células com FcyRI
aumenta a expressdao do FcyRI, como visto na FIG. 36A.
Células de U937 transfectadas com plasmidio de expressdo de
aequorina produzem aequorina funcional demonstrado mediante
O tratamento dessas células com ionomicina, um iondéforo de
calcio. Isso causa uma elevagdo transiente e réapida de
cadlcio que estimula a aequorina para emitir luz, como visto
na FIG. 36B. As células U937 foram entdo testadas para
determinar se a aequorina seria estimulada pela elevacdo de
cadlcio iniciada mediante a reticulacdo de receptores Fc. As
células U937 foram incubadas com IgG humano por 15 minutos
a temperatura ambiente. As células foram lavadas para
remover IgG nao ligado e tratadas com IgG caprino anti-
humano. A réapida elevacdo de célcio foi observada, como
mostrado na FIG. 36C.

Os experimentos demonstraram gque células U937 podem
ser ‘“construidas” rapidamente para responder a VArios
simuladores ou patdégenos diferentes. As células U937 foram
tratadas por 24 Horas com IFN (200 ng/mL) para aumentar a

expressao de FcyRI enddgeno, e preparadas para o ensaio de
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célula emissora. As células foram incubadas com ©Os
seguintes anticorpos: de rato anti-esporo de B. anthracis
(FIG. 374), policlonal de coelho anti-esporo de B.
anthracis (FIG. 37B), de rato anti-F. tularensis (FIG.
37C), ou de rato anti-B.subtilis (FIG. 37D). As células
foram, entdo, usadas no ensaio padrdo onde foram detectados
somente 1.000 cfu de esporos de B. anthracis com ©O
anticorpo monoclonal e 10.000 cfu de esporos com O
anticorpo policlonal de coelho, bem como 10.000 cfu de
esporos de F. tularensis e 1,000 cfu de B. subtilis.

O prdédximo conjunto de experimentos demonstrou que a
especificidade do ensaio é determinada pelo anticorpo que é
usado. Células U937 foram incubadas com anticorpos de rato
anti-F. tularensis e foram testadas para suas respostas a
105 cfu de esporos de B. anthracis. Como mostrado na FIG.
38A, as células ndo responderam a B. anthracis, mas
responderam a 106 cfu de F. tularensis. Alternativamente,
células carregadas com anticorpos de rato anti-esporo de B.
anthracis nao respondeu a F. tularensis mas respondeu a 106
cfu de esporos de B. anthracis, como mostrado na FIG. 38B.
Além disso, as células ndo mostraram qualquer resposta para
106 cju de F. tularensis na auséncia de anticorpo anti-F.
tularensis, como visto na FIG. 38C.

CANARY: DETECCAO RADIOLOGICA

O instrumento de CANARY também pode ser usado para
detectar materiais radioldégicos. Medidas radioldégicas podem
ser feitas por adicdo de fluido de cintilacdo ao invés de
células B, e medindo a luz emitida do fluido de cintilacgéo

em resposta ao decaimento radiocativo. O Hardware de CANARY
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mostrou detectar sinais de fontes de alfa, beta e gama, e
estas medidas se comparam favoravelmente aquelas feitas
usando contador de cintilacdo com base em laboratdério (FIG.
163) . Nesse experimento, quantidades 1iguais de tipos
variados de emissores foram adicionada§ a fluidos aguosos
de cintilagdo comerciais. O tubo foi agitado para misturar,
e colocado ou em um contador de cintilacd&o comercial ou em
um lumindmetro CANARY de bancada. A saida de 1luz foi
monitorada em um mesmo computador do tipo laptop usando um
mesmo software como em um ensaio de CANARY normal. A
resposta do hardware CANARY foi muito similar a resposta do
contador de cintilacd&o comercial.

Essa capacidade (adicionada aquela da detecg¢do quimica
e explosiva) torna os sensores de CANARY muito amplamente
Uteis, uma vez que um sensor pode ser feito de forma a
detectar todos os materiais quimico, bioldgico,
radioldégico, nuclear e explosivo (CBRNE) em uma variedade
de matrizes (ar, liquido, limpador de superficie, pds,
etc.). Ver FIG. 163. Quantidades iguais de variados
materiais radioldégicos cobrindo todos os trés tipos de
emissores (alfa, beta, e gama) foram analisados. A resposta
de CANARY se compara favoravelmente a um instrumento
comercial, com base em laboratoédério.
METODOS ADICIONAIS PARA DETECCAO DE PRODUTOS QUIMICOS E
EXPLOSIVOS
Fundamentos: Proteinas que se ligam no Periplasmico

Os produtos quimicos wusados para agentes de guerra
guimica e/ou explosivos (também referido aqui como “CWA/E”)

sao muito pegquenos para serem detectados por CANARY
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mediante a ligacgdo direta de anticorpo. Entretanto, as
bactérias sdo bem guarnecidas para detectar e identificar
nutrientes, muitos dos quais s&o produtos quimicos pequenos
na faixa de tamanho de CWA/E. CANARY pode explorar uma
parte do caminho de detecgcdo de nutriente de bactérias, e
ser modificado para detectar CWA/E.

Bactérias s&o organismos mdéveis e, como tais, se movem
ativamente em direcdo a nutrientes. Para determinar a
localizagdo dos nutrientes, as bactérias usam proteinas que
se ligam no periplasmico (PBPs) para monitorar seu
ambiente. Essa familia de PBP possuili muitos membros, cada
um dos quais ligado a um nutriente especifico. Usando
cristalografia de raios-X, pesquisadores mostraram que a
proteina se assemelha a uma armadilha de moscas Vénus, que
consiste de 2 1lébulos conectados por uma Jjunta. Os
nutrientes se ligam na boca formada entre os 2 lébulos e,
em resposta a ligagdo dos nutrientes na “boca” da proteina,
a proteina fecha (mais exatamente, esse estado de
equilibrio muda de modo que ele estd predominantemente na
conformagdo fechada na presenca de alvo quimico). Essa
mudanca de forma dramatica ¢é usada para direcionar o
movimento bacteriano em diregcdo aos nutrientes. Este e
outros estudos de estrutura indicam que as PBPs usam
relativamente poucos aminodcidos para se ligarem realmente
a seus alvos. Através de modelo computacional, é possivel
prever como transformar esses aminodcidos de modo gque uma
PBP se ligue a um produto gquimico completamente diferente
do seu alvo original, tal como, o TNT explosivo, o PMPA

simulador de soman (4cido pinacolil metilfosfénico), e o
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neurotransmissor serotonina ( Allert e colaboradores, PFProc.
Natl. Acad. Sci. USA 101:7907-7912 (2004) ; Looger e
colaboradores, Computacional design of receptor and sensor
proteins with novel functions. Nature 423:185-190 (2003)).
Grandes gquantidades dessas PBPs transformadas foram
produzidas em bactérias, e mostraram se ligar fortemente e
especificamente a seus alvos.

Usando técnicas padrdo, a produgdo de uma proteina que
liga CWA/E de alta afinidade pode ser projetada. 3Se
necessario, o projeto pode comegar com varias PBPs mdes
diferentes, projetando computacionalmente todas elas para
se ligarem a um dado alvo, e testando as afinidades que
resultam de cada. Para o exemplo 3, PBPs diferentes foram
selecionadas como pontos de partida para desenvolver uma
proteina de ligag¢do para TNT: proteina que liga arabinose
(ABP), proteina que liga histidina (HBP) e proteina que liga
ribose (RPB).

Relatdérios publicados mostram que anticorpos
monoclonais podem ser prontamente feitos contra a forma
fechada (alvo 1ligado) da HBP (Wolf e colaboradores, J.
Biol. Chem. 269:23051-23058 (1994); Wolf e colaboradores,
J.Biol. Chem. 271: 21243-21250 (1996)). Esses anticorpos se
ligaram muito rapido a HBP em presenca de histidina, quando
a proteina estava predominantemente na conformagéo fechada.
Entdo, na esséncia, a taxa de anticorpo que liga a proteina
HBP é uma medida da concentracdo do alvo (histidina).

Todas as PBPs passam por grande mudanga conformacional
entre as formas fechada e aberta. Portanto, os anticorpos

podem ser gerados contra a conformacdo fechada de cada PBP.
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Observe também gque os aminoacidos gque sao transformados
para mudar a especificidade de uma dada PBP estdo limitados
ao bolso de 1ligacao (“binding pocket”). Desse modo,
espera-se que um anticorpo unico contra forma fechada da
RBP, por exemplo, também se ligara as formas fechadas dos
mutantes RBP que se ligam a TNT ou PMPA. O mutante que liga
TNT poderia ser posto no “canal 1” do sensor, € O mutante
que liga PMPA no “canal 27, mas uma linhagem de célula
CANARY unica que reage contra a forma fechada da RBP pode
ser usada para detectar alvos em ambos os canais 1 e 2. A
identidade do alvo quimico sera& conhecida porgue um alvo de
PBP especifico, diferente é usado em cada canal do sensor.
Isso significa que o sensor deve requerer linhagens de
células CANARY mais menores gque O nuUmero de produtos
quimicos que ele pode identificar, simplificando muito o
desenvolvimento de reagentes para CWA/E adicional.

Detec¢do Quimica por CANARY usando PBPs projetadas
computacionalmente mediante a combinagdo de elementos
individuais: (1) Proteinas que se ligam no periplasmico
foram projetadas computacionalmente para se ligarem a uma
variedade de produtos quimicos. Essas proteinas foram
produzidas em bactérias, isoladas, e suas afinidades a
novos alvos, incluindo TNT e PMPA, mediadas. (2) Essas PBPs
passaram por mudancas conformacionais na presenca de
ligante que podem ser medidas usando anticorpos especificos
para a conformagdo fechada. (3) CANARY demonstrou que a
capacidade para se usar Jligagdes de anticorpos para
detectar proteinas em niveis de atomol. Portanto, o ensaio

de CANARY pode ser adaptado para detectar PBPs na
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conformacdo fechada (ver FIG. 1e64). Essa conformacéao
fechada indicard a presenca de CWA/E.

Na detecgdo de produtos quimicos e explosivos no ar,
existem pelo menos 2 métodos possiveis para amostragem de
vapor. O primeiro é o de colisdo, no qual o ar é borbulhado
através do liquido, capturando vapores e particulados. Esse
€ um método testado no tempo para amostragens de ar. Uma
estratégia de coleta alternativa é o de Extracdo em Fase
Sélida (SPE) ou Microextracdoc em Fase Sélida (SPME). Essa
técnica aprisiona vapor diretamente do ar em resinas
funcionalizadas, secas. Tipicamente essas resinas sao

eluidas usando calor ou solventes orgdnicos.

EXEMPLO DE SENSOR COM 16 CANAIS

Uma nova aproximacdo que reduziu o tempo para medir
amostras multiplas (embora preservando as exigéncias
minimas do hardware) foi testada com éxito. Um sensor
experimental foi fabricado para permitir a medicgédo
simulténea de 16 amostras usando um canal de recolhimento
de luz uUnico. O sensor consiste de um rotor que mantém 16
tubos de 1,5 mL horizontalmente, igualmente distribuidos em
torno de sua circunferéncia, e é acionado por um motor de
velocidade varidvel em torno do eixo vertical (FIG. 39). Um
Unico elemento de deteccdo de fétons fixado (nesse caso, um
PMT) ¢é posicionado na superficie plana do rotor, logo
adiante da rota dos tubos durante a rotagdo. Desse modo,
cada um dos tubos é, seqiencialmente e respectivamente,
posto em proximidade imediata do PMT, permitindo gque a

producgao de luz seja amostrada em cada passagem.
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Finalmente, um interruptor 6tico consistindo de uma fonte
odtica (um LED infravermelho) e um detector (um
fototransistor) s&o usados para controlar a contagem de
fétons detectados e a reorganizacdo de dados em 16 campos,
cada um associado com uma amostra especifica.

Uma medigcd&o uUnica consiste de:

1. Preparar 16 amostras (e/ou controles) em tubos
individuais de 1,5 mL;

2. Introduzir uma aliquota de células emissoras em
cada um dos tubos;

3. Instalar os tubos em um rotor situado em uma caixa
preta;

4. Localizar as células emissoras no fundo dos tubos
usando um girador centrifugo réapido 5 (segundos) em alta
RCE (~ 2000 qg):

5. Reduzir a velocidade do rotor para 60 rpm enquanto
perdurar a medigdo (1-2 minutos), cada tubo sendo amostrado
uma vez a cada segundo; e

6. Gerar uma série de tempo de contagem de féton para
cada amostra para exibic&o e/ou entrada em um algoritmo de
computador para avaliacé&o.

Um exemplo de dados a partir de medigdes de 16 canais,
visto na FIG. 40, mostra um LOD comparavel aquele do método
de tubo unico.

Embora esse sensor meca 16 amostras na medida em que
sdo projetadas, grandes numeros de amostras sdo possiveis
mediante o aumento do numero de canais, ainda que o tamanho
fisico e as estatisticas de amostragem sejam os parametros

que ditarao, no final, os limites praticos. Similarmente,
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numeros de amostra menores sdo possiveis mediante a
diminuicdo ou do nUmero de amostras carregadas em um
sensor, ou mediante a redugdo do numero de canais no
sensor. Um esbogo de CAD de um projeto de sensor portatil
de 16 canais é mostrado na FIG. 41.

Uma implementacdo adicional desse projeto de 16 canais
é referida como um sensor TCAN. O biosensor TCAN
(Triggered-CANARY) é um biosensor automatizado que combina
a distribuicgdo de coleta de aerossol e liquido de células-B
em um formato de disco radial integrado. O disco CANARY
TCAN (CD) (FIG. 42) interfaceia uma montagem dé
distribuicdo que divide um fluxo de ar em canais separados.
A montagem de colegdoc de aerossol (FIG. 43) usa técnicas de
colisdo a seco para, entdo, localizar particulas de fluxo
de ar no fundo dos tubos de plastico transparente. Apds a
colisdo de particulas de aerossol, o CD interfaceia com a
montagem de distribuigdo para acionar valvulas localizadas
no disco. O disco é rapidamente girado, o gque por sua vez
causa a distribuigdo de liquido de células emissora para
tubos individuais usando forca centrifuga (FIG. 44). Um
detector Ooéptico é entdo usado para identificar bioagentes
potenciais com base na produgcdo de fétons de células
emissoras que interagem com as particulas de aerossol esse
processo de colegdo de aerossol e distribuicdo de célula
emissora pode ser repetido varias vezes em um disco. Essa
caracteristica permite que ensaios de CANARY mualtiplos
sejam realizados apds varios eventos de trigger sem mudar o
CD.

TECNICAS DE COLETA DE AEROSSOL
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Tecnologias de coleta de aerossol a seco
especificamente adaptadas para o sensor de CANARY foram
desenvolvidas para obter maxima vantagem da velocidade
potencial de CANARY. Ao contrdrio de muitos outros sistemas
de colegcdo de ar gque requerem agentes umidificantes e
fluidicos complicados, o sistema de colisdo a seco coleta
de particulas diretamente do ar em uma superficie seca, por
meio disso, eliminando quase todos os consumiveis do
processo. Em adigdo a baixa consumacdo de material desse
sistema de colisdo, ele ndo sofre com baixa temperatura
externa de congelamento experimentada por sistemas de
coleta com base em liquido.

Esse método de coleta simples separa mais particulas
de patdégeno denso da corrente de ar mediante a exploracdo
de momento relativamente elevado de particulas para forca-
las colidir em uma superficie seca onde uma fracdo de
particulas colididas s&o 1ligadas n&o especificamente e
retidas. O conceito basico e um dos nossos protétipos de
coletor s&o mostrados na FIG. 23.

O impactador de aerossol ideal mostra pouca ou nenhuma

colegdo de particulas muito pequenas (que pode seguir a

oe

corrente de ar desviada), quase 100 de coleta de
particulas grandes (das quais o momento as leva para fora
da corrente de ar), e uma transicdo suave na eficiéncia de
captura para tamanhos de particulas entre esses extremos.
Impactadores sdo tipicamente caracterizados por tamanho de

particula na qual ocorre 50% de eficiéncia de coleta. A

FIG. 160 mostra que para este protdétipo de impactador de

[

tubo, 50 de eficiéncia de coleta (Dsg) ocorreu em
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aproximadamente 1 pum em uma taxa de fluxo de 5 mL/min. A
coleta de nuUmeros totais maiores de particulas foi
realizada facilmente mediante aumento de taxa de amostragem
ou tempo de amostragem para aumentar o volume total de ar
amostrado.

Sensores de CANARY foram usados para identificar
bioagentes coletados usando coliséo a seco sem
processamento adicional uma vez que esse método localiza
bioagentes da superficie do tubo, eliminando a necessidade
de pré-rodar a amostra para desempenho maximo. Isso
permitiu que o protocolo de ensaio de CANARY para
identificagdo de amostras secas fosse muito mais réapido e
simples para realizar (e automatizar) que o protocolo usado
para amostras de liquido. A identificacdo de amostras secas
também tem o potencial para prover sensibilidade melhorada
no todo para pequenos virus e outros patdgenos que néao
prontamente sedimentaveis em ensaio de liquido uma vez que
todas as particulas coletadas estardo aderidas ao fundo do
tubo durante a colisdo sem levar em consideracdo o tamanho
de patdgenos individuais incorporados na particula de
aerossol.

Prova de conceito para integrar colisdo seca com
CANARY

Para demonstrar a eficdcia da técnica de coleta de
colisdo a seco para aplicagdo de sensor de CANARY, esporos
de Bacillous subtilis individuais foram aerossolizados com
um nebulizador de colisdo e coletados no protdétipo mostrado
acima por 30 segundos a 5 litros por minuto. As células B

foram adicionadas diretamente ao tudo contendo a amostra,
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colocadas no equipamento CANARY portatil, giradas por 5
segundo e o sinal de luz quantificado por PMT. Os
resultados sdo exibidos na FIG. 166 e mostram que a técnica
de colisdo direta rende uma resposta de célula B que &
similar na cinética a das amostras de liquido pré-rodadas
sem nenhuma necessidade para preparacdo de amostra antes da
analise.

Com o tempo de resposta total tdo curto quanto um
minuto nesse experimento de prova de conceito (coleta de 30
segundos seguida por intensidade de féton de pico de menos
que 30 segundos de andlise) CANARY demonstrou o potencial
para aumentar a sensibilidade de velocidade combinada para
identificacdo de biocaerossol por mais que uma ordem de
magnitude comparada a todos os outros sensores de
identificacao de biocaerossol automatizados. Esse
melhoramento dramdtico de desempenho possibilita sensores
de CANARY preencham uma lacuna de tecnologia permanente e
longa no desempenho do sensor impedindo a deteccéo
sensitiva de ~ 3 minutos que é preciso para prevenir e
proteger populacdes da exposicéo a bicaerossdis de
tratamento. Sensores de CANARY proveram a primeira (e ainda
a unica) demonstracdo do potencial para detectar-para-
prevenir (também conhecida como detectar-para-proteger) a
capacidade de biodefesa em um sensor de identificacao
bioldégica. Essa uUnica demonstracdo de potencial motivou o
rapido desenvolvimento de aerossdis automatizados para
possibilitar que a tecnologia deixe o laboratdério e opera
em ambientes reails para estabelecer a utilidade no mundo

real do CANARY.
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DESENVOLVIMENTO DE SENSOR DE BIOAEROSSOL CANARY
AUTOMATIZADO

Para demonstrar a capacidade de detectar-para-prevenir
em aplicagdes de defesa de bioaerossdis, a tecnologia de
identificacdo CANARY foi integrada de forma total com a
arquitetura de coleta de aerossol a seco em dois primeiros
sensores de geragdo, BCAN e TCAN. O sensor BCAN foi
projetado para prover 30 amostragens automatizadas e ciclos
de analise antes de se recarregar com sensibilidade
suficiente para detectar meios com baixa concentracido e foi
testado amplamente em uma variedade de ambientes para
estabelecer curvas ROC que caracterizam o desempenho do
CANARY e taxas falso positivas em uma variedade de
ambientes reais. As boas caracteristicas de desempenho
demonstradas pelo sensor BCAN proveram o fundamento que
motivou o desenvolvimento TCAN em um programa separado para
demonstrar um sensor de CANARY simplificado adaptado para
satisfazer menos exigéncias de demanda antecipada para
monitorar bioaressol interno.
DESENVOLVIMENTO TESTE DE SENSOR BCAN

A primeira etapa para o desenvolver qualquer sensor de
CANARY automatizado com base nos resultados de prova de
conceito foi projetar um modo confidvel para combinar a
coleta a seco com um ensaio de CANARY de giro melhorado.
Além disso, uma vez que sistemas fluidicos ndo sé&o
necessarios nessa arquitetura, para distribuicéo de
reagente de coleta de liquido (j& que eles estd3o em todos

os outros sensores de identificagdo de aerossol), o esforco
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de projeto foi o armazenamento e distribuicdo de goticulas
de célula sem mecanismos fluidos. Essa aproximacdo unica de
combinar coleta de aerossol sem reagente com um biosensor a
base de célula em um formato automatizado, possibilita a
eliminagdo completa de um sistema de nlicleo que conta com
muitos dos custos elevados, de tamanho e complexidade
aumentados, e confiabilidade reduzida de outras plataformas
de sensores de identificagdo de aerossol. A solucdo final
implementada para o sensor BCAN utiliza carreadores simples
que incorporam caracteristicas de coleta de aerossédis
adequadas, e aliquotas individuais de células B armazenadas
em capsulas COTS, que liberam seus conteudos
automaticamente durante um giro breve apdés a coleta. Os
detalhes chave desse projeto sd3o apresentados na FIG. 167.
Cada carreador BCAN controlado por 4 mecanismos
paralelos (ou canais) que fornecem as funcdes de quatro
nucleos necessarias para as analises de CANARY:
armazenamento de célula, amostragem de aerossol,
distribuicdo de célula e transmissdo de sinal para os PMTs.
O BCAN de leito de teste foi controlado e processado
automaticamente até que 25 desses carreadores entre o
recarregamento. As caracteristicas de sensibilidade e
velocidade para o BCAN foram estabelecidas usando aerossdis
de esporos de Bacillus subtilis gerados por nebulizador de
colisdo como um simulador para antraz e outros bicaerossdis
e demonstrou que esse primeiro sensor pode prover mais de
96 % de probabilidade de identificag¢do para biocaerosséis em
concentragdes maiores ou iguais a particulas contendo 100

agentes por litro de ar (ACPLA) com um tempo de resposta
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total de 3 minutos que inclui a andlise e coleta de
aerossol automatizado. Além disso, esse sensor foi operado
em uma variedade de localizacdes internas e externas.

Mais de 13.000 testes foram completados em nove
localizagbes diferentes rodando em uma ampla faixa de
condigdes de base e os resultados estabeleceram que a
freqiéncia dos sinais positivos anémalos (falso positivos)
dados por esse sensor em ambientes reais foi similar a
frequiéncia dos falso positivos observados em laboratdrio.
Esses resultados juntos demonstraram a utilidade desse
primeiro sensor para identificacdo de biocaerossol sensivel,
rapida em menos de 3 minutos. Além disso, foi demonstrado
que © tempo de coleta necessario para a identificacdo
positiva de um bioaerossol foi proporcional a concentracdo
de bioaerossol presente de modo que tempos de resposta
totais de menos de 90 segundos forma possiveis para
concentragdes suficientemente elevadas de Dbiocaerossol.
Nenhuma outra plataforma de sensor com base em anticorpo ou
acido nucléico demonstrou esse velocidade de resposta em um
sensor de biocaerossol automatizado.

Um aumento no numero de testes pode ser alcancado
mediante a colocagdo de linhagens de células B miltiplas ou
linhagens de células B individuais que expressam multiplos
anticorpos em um tubo individual ou canal. Tal sistema que
utiliza combinagdo de anticorpo ou linhagem celular
minimiza a complexidade de hardware (e tamanho) e pode
detectar 2"-1 agentes independente (onde n é o numero de
canais) para um cendrio de ataque de agente unico. O limite

pratico de ensaios de CANARY usando tipos mualtiplos de
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células por canal ¢é atingido com misturas de trés
diferentes linhagens de células B. Na medida em que mais de
trés tipos de células por tubo sdo usados, a forca do sinal
em baixas concentragdes do alvo cai para abaixo do limiar
de detecgdo enquanto que a probabilidade de interacdes de
células B - alvo corretas diminui. Em adicdo a expansdo do
numero de agentes que podem ser identificados por um dado
numero de canais, a introducdo de redundancia de teste
usando essa aproximagdo foi usado para eliminar falsos
positivos ndo correlacionados (testes onde nem todos os
testes simultédneos para um dado agente gera resultado
positivo) e reduzir a taxa de falso positivo
significativamente. O extenso conjunto de medigdes e
trabalhos em campo demonstrou a capacidade de BCAN para
identificar bioaerossdéis em concentracdes biologicamente
relevantes em tempo t&do baixo quanto 90 segundos. Esse
tempo de resposta €& de uma ordem de magnitude mais rapido
que qualquer outro sensor de identificacdo de bicaerossédis
integrado, e é a Gnica demonstracéao de velocidade
consistente com as necessidades de operacdes de detectar-
para-proteger para defesa bioldgica. Porventura, de forma
ainda mais importante, as baixas taxas de falso positivo
estabelecidas para os testes CANARY em situag¢des de mundo
real (entre 0,2 % e 0,3 % para testes unicos, e 0,1 % ou
menos para redundancia de 2 vezes, ou maior, enquanto
mantendo a probabilidade de identificag¢do maior ou igual 96
%) mostra que essa capacidade pode ser implementada
praticamente em sistema que demandam baixas taxas de alarme

falso e velocidade superior para bioaerossol ID. Enquanto o
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BCAN foi designado para ser uma demonstracdo poderosa de
leito de teste, outras arquiteturas de sensores oferecem
vantagens potenciais para aplicacdes customizadas. Motivado
pelos recentes sucessos do BCAN, o desenvolvimento do
sensor TCAN foi iniciado como um esforco de desenvolvimento
de sensor paralelo para estabelecer desempenho de CANARY
para protecao de construgdo usando um projeto de sensor
customizado.

DESENVOLVIMENTO E TESTE DE SENSOR TCAN

O TCAN é um biosensor com base em CANARY desenvolvido
com um meio efetivo custo, simples para monitorar em tempo
real de biocaerossdis em ambientes internos de construcdo.

Esse sensor particular foi projetado para combinar
coleta de aerossol e distribuicdo de células B em um
formato de disco radial integrado. O disco é projetado para
se interfacear um distribuidor que separar fluxo de ar
carregado de particulado em quatro canais separados.
Técnicas de colisdo 1inercial s3o entdo usadas para
localizar essas particulas no fundo dos tubos transparentes
disponiveis.

Apbds a‘coleta de particulas de aerossol, as valvulas
localizadas dentro do disco sd3o abertas, e o disco &
rapidamente girado a 2.000 RPM por 5 segundos. Essa etapa
de giro rapidamente pde liquido de células B em contato com
as particulas coletadas usando forga centripeta. Um tubo
fotomultiplicador (PMT) ¢, entdo, usado para identificar
bicagentes potenciais com base na producdo de fdéton de
células B gque interagem com as particulas de aerossol na

medida que o disco roda. Esse processo de coleta de
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aerossol e distribuigcdo de células B pode ser repetido
varias vezes, permitindo que ensaios de CANARY miltiplos
sejam realizados em um uUnico disco.

Esse sensor de CANARY pode gerar identificacdo de
confianca elevada de particulas suspeitas em menos de 3
minutos.

DESENVOLVIMENTO E TESTE DE SENSOR PANTHER

Com base nos sucessos e 1ligdes das duas primeiras
geracodes de sensores de CANARY automatizados, foi
incorporada a tecnologia CANARY em uma plataforma de sensor
de biocaerossol flexivel chamada PANTHER (analisador de
patdgeno para emissdes ambientais). As funcgdes de nucleo da
coleta de aerossol e de andlise de CANARY foram projetadas
em um disco simples com 16 canais que formam um nudcleo da
familia de PANTHER de segundo geracdo de sensores de
identificacdo de aerossol de missdo especifica. Os sensores

de PANTHER finais s&o planejados para uso de forma

individual ou em redes para prover protecéao de
construgdo/localizagdo, resposta de emergéncia, selecéao
radpida e monitoramento ambiental. A identificacdo de

confianca elevada de biocaerossdéis de concentracdo muito
baixa em menos de 2 minutos foi demonstrada usando o sensor
© primeiro sensor PANTHER uma unidade portatil referida
como o CUB, que é 37 1lb (16,7 kg), ~ 1 ft® (0,03 m®) ser
feito por menos que $20K. O projeto testado é simples e
confiavel: ndo possuili nenhum consumivel liquido, fluidico,
partes de movimento minimo que carrega como um CD player e
coleta e analisa a amostra automaticamente. O sensor CUB

foi resultado de um projeto gque inicialmente focando no
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desenvolvimento de um sensor com base em CANARY que pode
realizar todas as compilag¢des automatizadas e funcdes de
analise do sensor de bicaerossol atual pelo exército dos
EUA - sistema de deteccdo bioldégica de ponto de juncdo, ou
JBPDS. O disco de PANTHER foi projetado para ser o nucleo
desse sensor e possibilitar que 16 testes simultdneos
fossem realizados em um aerossol Unico. O desenvolvimento
CUB seguiu aquele esforco de projeto inicial e demonstrou a
extremidade oposta da complexidade do sensor de espectro de
capacidade: um sensor portatil, barato, e pequeno que pode
processar automaticamente um disco de PANTHER unico. O
sensor CUB resultante foi designado, fabricado e testado. R

Os resultados preliminares demonstraram que o CUB
oferece sensibilidade e velocidade melhoradas, deteccdo de
esporo em aerossdis em concentracdes abaixo de 10 ACPLA e
tempos de resposta menores que 2 minutos incluindo
identificagcdo e coleta em um sensor muito menor e menos
caro. Teste de ambiente adicional nos mesmos ambientes
usados para caracterizar o sensor de biocaerossol de BCAN
demonstraram que o PANTHER CUB também possui uma taxa de
falso positivo muito baixa em ambientes reais
FUNCAO E PROJETO DE DISCO DE PANTHER CUB

O disco wusado em sensores PANTHER desenvolve duas
fungdes primarias: 1) prover geometrias especificas que
possibilitam coletar particulas de aerossol fora do ar
sendo esbocgadas através do disco e deposita-las em uma
localizagdo focada para anédlise direta usando CANARY; e 2)

armazenar as células B de CANARY em reservatdrios vedados 1
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que permitem que o reagente seja dispensado nas particulas
de aerossol coletado sem controle manual. Duas partes, um
corpo de carreador e uma tampa foram projetadas para serem
de injegdo amoldavel e acessivel para soldagem ultra-sdénica
para formar o disco completo que tem 120 mm de didmetro e 6
mm de altura com espessura de parede uniforme de
aproximadamente 1 mm (FIG. 173). O polimero preferido para
© disco € o homopolimero de polipropileno por ter
demonstrado compatibilidade superior com células B para
armazenamento de longo periodo, mas qualquer outro polimero
com transparéncia suficiente (para transmissdo de sinal a
partir de células B para o elemento sensivel a luz) e
compatibilidade com células B também seria adequado.

O corpo de carreador possui um fundo continuo com
paredes verticais orientadas para formar uma pluralidade de
conjuntos de caracteristicas relacionadas no disco soldado
para aceleracdo e coleta de aerossol e para armazenamento e
distribuic&do de reagente 1liquido que sdo arranjados
radialmente ao longo do eixo central. Essas_ caracteristicas
podem ser idénticas ou podem ser adaptadas individualmente
para possibilitar que uma faixa de funcdes de ensaio e
coletor seja provida por um disco unico. Um conjunto
interno de paredes, FIG. 173A - esboco 1, conduz e acelera
o fluxo de ar na direg¢do as fendas no perimetro externo do
disco com comprimentos e espagamentos a partir da parede
externa que pode ser adaptada para prover coleta eficiente
particulas de aerossol em uma variedade de taxas de fluxo
usando principio bem estabelecidos na literatura (dar

referéncia). Um conjunto externo de paredes, FIG. 173 A -
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esboco 2, formam um perimetro continuo em torno da
extremidade do disco e prové locais de coleta de particula
individual com geometrias definidas, que ajudam a coletar
as particulas aceleradas, pelo conjunto interno de paredes
em uma pluralidade de locais <com A&reas localizadas
demonstrando densidade de particula aumentada.

Um outro conjunto de paredes posicionado entre A e B,
FIG. 173 A - esboco 3, cria uma pluralidade de
compartimentos de discos soldados que podem conter
reagentes liquidos e outros materiais que provém para sua
liberacdo e distribuig¢do nas particulas coletadas durante
um giro subseqiente ou giros. A parede pode ser projetada
de modo gque um giro uUnico distribua células de CANARY

armazenada a partir de todos os compartimentos ou de modo

. que giros multiplos possam distribuir o contetdo de

compartimentos individuais ou subconjuntos de
compartimentos na demanda.

A tampa possui a forma de um disco espesso de 1 mm com
dois conjuntos chave de mecanismos. O primeiro conjunto de
mecanismos compreende uma variedade de perfuracdes para

permitir a introducdo de reagentes liquidos (FIG. 173 B -

esbogco 3) e amostras de aerossol (FIG. 173 B - esbogo 1,
entrada, e FIG. 173 B - esbog¢o 2, saidas) no disco montado,
e prové um mecanismo de indexacdo (J FIG. 173 B — esboco 4)

que pode ser detectado por um sensor Optico para detectar a
orientacdo do disco durante a leitura. O segundo conjunto
de mecanismos compreende estruturas elevadas em ambos o0s
lados, o que possibilita que a tampa forneca septos que

reduzem a transigdo de luz entre os canais adjacentes e o
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disco (FIG. 173B - esbogo 5), (quando o polimero usado para
formar o disco contém um pigmento adequado para torna-lo
opaco), fornece mecanismos para intensificar a solda ultra-
sbnica das metades do disco, e 3) reduzir a area de contato
requerida para formar uma vedacdo de ar com o distribuidor
que liberar aerossol para o disco e remove ar empobrecido
apds a coleta de particulas no disco (anéis circulares
apenas dentro e fora das saidas de ar).

A FIG. 174 ilustra como os mecanismos A e B no disco
soldado funcionam juntos para conduzir fluxos de aerossol
em coleta de particulas. Aplicando um vacuo parcial usando
uma ou mais bombas ou turbinas para o arranjo de aberturas
triangulares na tampa do disco entre as duas arestas
circulares arrasta o aerossol para ser amostrado no disco
através da grande abertura central o ar é distribuido em
uma pluralidade de canais flui radialmente para fora na
medida que o canal se afila para baixo para acelerar o
aerossol enquanto este se aproxima do perimetro do disco. O
fluxo de ar é, entdo, forcado a fazer uma curva acentuada
no perimetro externo do disco, antes de ser arrastado
através da aberturas triangulares. O momento das particulas
de aerossol carreadas na amostra de ar impede que as
particulas voltem com o ar, e elas ao invés, colidem com a
superficie interna do disco em pontos focados que podem ser
adaptados mediante ajuste da geometria da parede externa do
disco. Uma fracdo significativa de particulas na faixa de
tamanho de interesse (tipicamente entre 1 e 25 um) adere a
superficie -quando elas colidem e sdo retidas para

subseqiiente analise de CANARY. A distribuicdo da coleta no
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disco foi caracterizada usando particulas de poliestireno
esféricas fluorescentes de 1 um. Essas particulas foram
aerossolizadas, entdo o ar foi arrastado através do disco
em uma taxa de 30 L/min/canal e a distribuicdo resultante
de particulas foi visualizada sobre iluminacgé&o
ultravioleta. Isso demonstrou que a distribuicdo de
particulas coletadas pode ser adaptada de modo que as
particulas coletadas em duas linhas densas com posicdes
determinadas pela localizagdo de intersecdes de segmento de
parede na superficie de coleta. Quando as intersecdes séo
posicionadas para estarem no raio madximo do disco isso
resulta em co-localizacéao confiavel das particulas
coletadas, e as células de CANARY liberadas para
estimulacdo e detecgdo de sinal o6ptico. BAo ajustar a taxa
de fluxo o bico pode possibilitar que a faixa de tamanho de
particulas coletadas desse projeto de disco seja ajustada
como necessario. A FIG. 175 ilustra a relacdo entre a taxa
de fluxo e o tamanho de particulas que sdo efetivamente
transportadas através do disco e conduzidas para colidir na
superficie de coleta. Em altas taxas de fluxo particulas
maiores ou iguais a 1 mm de didmetro possuem momento
suficiente para contatar a superficie de coleta, entretanto
o limite de tamanho superior pratico para essa taxa de
fluxo é 8 um porque particulas maiores ou iguais a 8 um
possuem muito mais momento é para fazer a volta inicial de
90° que ocorre na medida em que o aerossol volta da entrada
central nos canais radiais de ar que estd3c no plano do
disco. A reducdo de fluxo de ar aumenta gradualmente o

didmetro de corte das particulas que possuem momento
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suficiente para colidir com a superficie, mas também
possibilita que as particulas facam a volta inicial no
disco e expande a faixa de tamanho total de particulas que
podem ser coletadas no local de analise. Por exemplo,
abaixar a taxa de fluxo para 4 L/min ajusta a faixa de
tamanho de particulas coletadas para um valor entre 2,5 um
e 25 pm permitindo que particulas de aerossol muito maiores
sejam coletadas e analisadas.

A FIG 176 ilustra como o mecanismo do disco soldado
que funciona junto para prover armazenamento e distribuicdo
de reagentes liquidos. As paredes nas zonas de
armazenamento de reagentes s&o orientadas para formar uma
bolsa que possui uma abertura voltada para o raio externo
do disco, de modo que orificios posicionados
apropriadamente na tampa fornecam portas de acesso e de
ventilagcdo nessa bolsa para carregar: 1) um plugue viscoso
para bloquear a abertura do resto do disco, seguido por 2)
adicdo de reagente liquido (por exemplo células B) através
da porta de carregamento enquanto o ar escapa através do
orificio de ventilacdo. A adigdo de uma parede curta que se
projeta na zona de armazenamento de reagente que separa a
porta de carregamento da porta de ventilacdo assegura o
preenchimento completo da bolsa durante o carregamento. Uma
vez que o carregamento do reagente liquido é completado, os
orificios de acesso s&do cobertos usando uma fita adesiva
para vedar o liquido em uma bolsa que permanece resistente
a liquido e ar até que a distribuig¢do seja desejada. Para
liberar o reagente liquido o disco é girado em uma RPM

suficiente (tipicamente 4.000 RPM) de modo que as forcas de
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aceleracdo radiais sdo suficientes para deslocar o plugue
viscoso de sua posigdo por meio disso abrindo a bolsa em
diregdo ao exterior do disco e possibilitando que o liguido
flua para o raio externo do disco e cobre as particulas de
aerossol coletadas. Para liquidos contendo células B o giro
de 5 segundos que é usado para dispensar o reagente liquido
é também suficiente para sedimentar as células B
suspendidas na parede externa do disco e colocaliza-las
onde as particulas de aerossol foram coletadas.

Seguindo a distribuigdo de «células B e quaisquer
outros reagentes liquidos, o giro é diminuido (tipicamente
entre 30 e 120 RPM) para possibilitar que um elemento
sensivel a féton anico (por exemplo, um tubo
fotomultiplicador (PMT), um canal fotomultiplicador (CPM)
ou outro dispositivo de contagem de féton) para registrar
seqliencialmente o nivel de emiss&do de luz de cada canal na
medida em que passam na frente do sensor de féton. O disco
continua a rodar enquanto a producdo de luz ¢é monitorada
por até 2 minutos, entdo os dados sdo processados e
armazenados pelo sensor usado para processar o disco ou por
um computador.

DESCRIGCAO DE SENSOR PANTHER

A vista total de um sensor compacto que foi construido
para processar automaticamente os discos de CANARY &
mostrado na FIG. 177. O corpo do sensor 12” H X 12”7 W X 14”
D, pesa aproximadamente 37 1lbs (16,8 kg), e possui todos os
componentes e controle necessarios para compilar e analisar
automaticamente amostras de aerossol usando um disco de

CANARY unico carregado manualmente. O carregamento do disco
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€ realizado mediante abertura de uma gaveta (FIG. 177 -
esboco 1), colocacdo de disco em uma plataforma, e
fechamento da gaveta. Quando o sensor recebe um sinal para
compilar e analisar uma amostra, o sensor comega a puxar ar
por meio da porta de entrada (FIG. 177 - esbogco 2),
conduzindo-o através do disco e, entdo, exaurindo as
particulas de ar empobrecidas através da porta de saida
(FIG 177 - esbogo 3). Seguindo a coleta de aerossol por um
tempo determinado ou por um parédmetro pré-ajustado ou por
um sinal recebido de um controlador externo, o sensor vira
o disco em uma velocidade suficiente para liberar os
reagentes de CANARY ( tipicamente 4.000 RPM) e se inicia a
fase de anadlise durante a andlise o giro é diminuido para
possibilitar que a emissdo de féton seja medida por cada
canal individual no disco na medida que este gira na frente
de um mdédulo de contagem unico.

Os seguintes componentes de ntcleo (ilustrado no FIG.
178) foram montados no primeiro sensor e sdo suficientes
para desempenhar todas as funcdes de coleta e analise, e
possibilitou o desempenho descrito abaixo. O disco de
CANARY (FIG 178 - esbogo 4) foi colocado na montagem de
motor (brushless DC motor Faulhaber part# 3564K012BK1155,
FIG. 178 - esbogo 5) e porta foi, entdo, fechada para

carregar o disco na caixa resistente a luz de costume (FIG

178 - esbogo 7). Duas turbinas Ametek (part# 150193, FIG
178 - esbogo 1) foram conectadas a um distribuidor de
costume (FIG. 178 - esbogo 6) que forneceu a interface com

o disco CANARY e conduziu os fluxos de entrada e de saida

na medida em que eles entraram e sairam do disco. Quando as
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turbinas foram ligadas o disco foi automaticamente
levantado em um local abaixo do distribuidor e o vacuo das
turbinas mantiveram-no no local e forneceram forca de
vedagcdo para assegurar que o prdéprio aerossol flui através
do disco. Depois que as turbinas foram desligadas o disco
caiu automaticamente na montagem de motor e girou o disco a
4.000 RPM por 5 segundos para liberar as células, entdo
diminuiu o giro para 60 RPM. Aquela velocidade foi mantida
por 2 minutos enquanto o médulo fotomultiplicador de canal
(Perkin Helmer part# MCP1984, FIG 178 - esboco 2) mediu a
produgao de 1luz de cada canal individual. Esse processo
inteiro foi controlado por um computador PC104 onboard da
Diamond Systems part# ATH660-128 com uma placa de interface
de costume, FIG 178 - esbogo 3).
DEMOSNTRACOES DE DESEMPENHO DE SENSOR PANTHER

Para estabelecer a sensibilidade do sensor, aerossdis
de testes foram produzidos mediante a nebulizacdo de
colisdo de diluigdes de uma solugdo de estoque concentrada
de esporos de Bacillos subtilis, amostrados por um minuto e
analisados usando células especificas para os esporos CUB.
Niveis aproximados de ACPLA produzido por cada diluicdo sédo
mostrados na legenda da FIG. 179 a diluicdo de 1:8.000
gerou um numero de particulas por litro que foi
indistinguivel do fundo de cdmara produzido quando &gua DI
foi adicionada ao nebulizador, mais com base na tendéncia
geral a concentragdo deve estar na ordem de 5 esporos por
litro de ar. Mesmo nesta concentracdo extremamente baixa

uma amostra de 1 minuto produziu consistentemente um sinal
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facilmente detectdvel com uma intensidade de pico de mais
que 3 X maior que o controle negativo.

Os dados de identificagdo de simulador a partir de
estudos de camara foram, entdo, combinados com medicdes de
base feitas em ambiente interno tipico, por um periodo de
uma semana (> 1.000 testes) usando linhagens de células
especificas para YERSINIA PESTIS e Bacillus Anthracis. A
analise dos dados resultantes demonstrou que o sensor
PANTHER CUB forneceu mais que 95% de probabilidade de
detecgdo para concentragdes maior ou igual a 50 ACPLA com
uma taxa de alarme falso correspondente de ~ 0,1%. Esse
desempenho forneceu uma intensificacdo significante da
capacidade comparada ao desempenho dos sensores BCAN de
primeira geragdo e TCAN e pode ser mais otimizada com o
desenvolvimento de algoritmo e refinamentos de hardware
adicionais.

EXEMPLO DE DETECCAO DE TOXINA

A detecgdo de proteinas soluveis pode ser alcancada
usando uma variedade de métodos. Por exemplo, em um método,
dois anticorpos podem ser expressos na mesma célula
emissora, em que os dois anticorpos estdo cada um contra um
epitopo diferente na mesma molécula. Os anticorpos séao,
entdo, reticulados por antigeno monomérico (FIG. 48). Deve
ser notado que a classificacdo de anticorpos no caminho
secretdério é idealizada no esquema da FIG. 48. Em um
exemplo, os anticorpos podem ser heterofuncionais, isto &,
um anticorpo pode ter dois diferentes locais de ligacdo de
antigeno funcional. Em outro um exemplo, cada anticorpo

possuli apenas um local de ligagd@o de antigeno funcional.
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Esse método depende de dois fatores: (1) anticorpos
funcionais multiplos sdo expressos pelo mesmo emissor e (2)
dois epitopos ligados sdo suficientes para estimular
células emissoras (entretanto mais que um desses pares pode
ser requerido para estimular uma dada célula).

Em um experimento, anticorpos funcionais, multiplos
foram expressos na mesma linhagem de célula emissora (FIG.
49). Uma linhagem de células unica que expressa anticorpos
contra Bacillus anthrancis e Yersinia pestis foi gerada.
Essa linhagem de célula clonal reage contra ambos os
antigenos com sensibilidade boa. Deve ser entendido que
dois anticorpos entre <contra dois epitopos no mesmo
mondmero soluvel também podem ser funcionalmente expressos.
Além disso, dois epitopos ligados s&o suficientes para
estimular células emissoras.

Um segundo método para detectar antigenos monoméricos,
soluveis ¢é reticular o antigeno soluvel para fazé-lo
parecer multivalente para a célula emissora (FIG. 50). Essa
reticulagdo pode ser feita mediante a fixacdo da proteina a
microesferas, ou por meio de identificag¢des, no caso de
proteinas recombinantes, ou por meio de anticorpos, como
foi demonstrado para o fragmento de toxina botulinica Hc.
Existem variedades de outros métodos possiveis para
reticular o antigeno eficientemente, como serd entendido
pelos técnicos no assunto, incluindo precipitacdo do
antigeno com &cido tricloroacético (TCA), calor, ou etanol,
e fixagcdo do antigeno a uma fase sbélida por meio de
ligantes, anticorpos ou grupos funcionais quimicos. Esse

mondmero reticulado pode, entdo, ser detectado usando
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células emissoras que expressam anticorpo que reconhecem um
epitopo ainda disponivel no antigeno reticulado.

Esse segundo método demonstrou na pratica, usando a
cadeia pesada de toxina botulinica tipo A (BoNT/A Hc) como
a proteina alvo monomérica, soluvel (FIG. 51) e anticorpos
descritos em Pless e colaboradores, Infection and Immunity
(2001) 570-574. Um anticorpo monoclonal (6E10-10) contra um
epitopo foi reticulado a microesferas revestidas com
proteina G. Essas microesferas foram incubadas com BoNT/A
Hc por 3 horas a 4°C, lavadas, e usadas para estimular
células emissoras que expressam um segundo anticorpo (6B2-
2) que reconhece um epitopo de BoNT/A Hc diferente. As
microesferas recobertas com BoNT/A Hc estimularam
efetivamente as células emissoras, com um LOD de
aproximadamente 6 ng. As células que expressam O mesmo
anticorpo como aquelas usadas para ligar o BoNT/A a
microesferas ndo foram estimuladas, indicando que a reacgdo
de emissores ndo foi causada por agregagcdo da proteina
alvo.

EXEMPLO DE DETECCAO QUIMICA

A deteccdo gquimica ¢é de importadncia no ambiente
clinico e militar. E possivel que alguns produtos quimicos
possam ter dois epitopos nos quais os anticorpos podem se
ligar independentemente. Em tais casos, os métodos para
detecgdo quimica seriam idénticos aqueles para deteccdo de
toxinas delineadas acima. Em muitos casos, entretanto, n&o
existirdo dois epitopos independentes no produto quimico de
interesse. Em tais casos, serd necessario modificar o

produto gquimico tal gque este seja capaz de estimular a
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célula emissora. Quatro dessas modificacdes sdo delineadas
abaixo.

1. Imobilizag¢do do produto quimico de interesse em
um suporte sélido. Gerar células emissoras que expressam
anticorpos que reconhecem a porcdo do produto quimico que
permanece disponivel. Quando a densidade do produto quimico
imobilizado no suporte sélido ¢é alta o suficiente,
anticorpos na superficie de célula emissora serdo
imobilizados préximos o suficiente um do outro para
estimular a célula. Isso é andlogo ao esquema para deteccdo
de toxina mostrado na FIG. 50.

2. Inicialmente, gerar peptideo(s) que se ligam
especificamente ao produto quimico. Em seguida, gerar
anticorpos que se ligam especificamente ao complexo
peptideo-produto quimico. Se o complexo peptideo-produto
quimico € composto de dois ou mais epitopos, o complexo
pode ser detectado por qualquer uma das técnicas de
anticorpo-duplo delineadas na secdo de deteccgdo de toxina.
Se o complexo & apenas composto por um epitopo especifico,
entdo um epitopo adicional, tal como digoxigenina, pode ser
adicionado sinteticamente ao peptideo (FIG. 52). O complexo
entdo teria dois anticorpos que se ligam em locais: (1) o
epitopo formado pelo complexo peptideo-produto gquimico e
(2) o epitopo de digoxigenina. Apenas na presenca de
produto quimico ambos os epitopos estdo presentes. Esses
dois epitopos podem ser detectados por qualquer uma das
técnicas de anticorpo-duplo delineada na secdo de deteccado

de toxina.
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3. Gerar dois peptideos que se ligam especificamente
ao produto quimico (ou um ao outro na presenca de produto
quimico). Cada um desses peptideos pode ser marcado
sinteticamente, tal que apenas em presenca do produto
quimico dois epitopos seriam ligados uma ao outro e,
portanto, detectaveis por célula emissora (FIG. 53).
Alternativamente, um ou mais anticorpos podem ser feitos
contra o complexo peptideo-produto quimico, e a presenca de
produto quimico detectada como acima usando uma combinacdo
de anticorpos contra o complexo, ou um anticorpo contra o
complexo e um anticorpo contra um peptideo marcado.

4.Como acima, gerar ©peptideo(s) que se liga (m)
especificamente ao produto quimico, e gerar anticorpos que
se especificamente ao complexo peptideo-produto quimico.
Dimerizar o peptideo ligado ao produto quimico, tal que se
©0 dimero se liga a dois produtos quimicos, este contera
dois locais de ligagdo de anticorpos. Esse complexo pode
ser detectado por células emissoras gque expressam um
anticorpo contra o complexo peptideo-produto quimico.

Peptideos que se 1ligam a molécula pequenas foram

isolados a partir de bibliotecas combinatdérias. Essas
moléculas incluem porfirina (Nakamura e colaboradores,
Biosensors and Bioelectronics 2001, 16: 1095-1100)

triptofano (Sugimoto e colaboradores, 1999, 677-678) e
cadmio (Mejare e colaboradores, 1998, Protein Engineering
11(6): 489-494). Entretanto o uso de proteinas no lugar de
peptideos pode render ligantes de mais elevada afinidade.
As Dbibliotecas foram construidas nas quais os locais de

ligacdo foram definidos de forma combinatéria, e estes
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podem ser wusados para isolar aqueles gque se ligam a
moléculas pequenas. Tal biblioteca, que usa lipocalina como
a proteina de partida, foi usada para isolar ligantes para
variantes de digoxigenina (Schlehuber and Skerra, 2002,
Biophysical Chemistry 96: 213:228). Essa aproximacao pode
ser usada como partida com qualquer numero de outras
proteinas, mas particularmente aquelas que se espera ja ter
alguma atividade de 1ligagdo com o alvo gquimico. (por
exemplo, acetilcolinesterase, no caso de VX e Sarin).
EXEMPLOS ADICIONAIS 1

Detecgao de &cido nucléico

A detecgdo de RNA é vantajosa para a deteccdo de DNA
em varios aspectos. Primeiramente, existem mais cépias de
um dado RNA por célula (procaridtica ou eucaridtica) que
cébpias de um genoma, entdo o sinal por célula é
essencialmente amplificado. Segundo, a presenca de RNA é
freqlUentemente usada como teste de viabilidade. Terceiro, a
detecgcdo de RNA n&o requer desnaturacdo de duas cadeias
complementares, como no caso do dsDNA. Experimentos foram
realizados de uma maneira similar para a deteccdo de ssDNA,
exceto que um inibidor RNase foi adicionado (RNasin Plus,
Promega Corporation) (FIG. 55). Oligos marcados com
Digoxigenina foram adicionados a diferentes concentracdes
de RNA, incubados a 47°C por 2 minutos. Células de CANARY
que expressam anticorpos contra digoxigenina foram
adicionadas, o tubo foi girado por 5 segundos, e a producédo
de luz foi monitorada.

Protocolos alternados
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CANARY também pode detectar 4&cidos nucléicos por
marcagdo de forma direta do alvo. Por exemplo, mediante a
realizacdo de PCR na presenca de nucleotideo marcado com
digoxigenina, desse modo, gerando um produto PCR com
multiplos antigenos fixados ao longo de seu comprimento.

Do mesmo modo, amplificagdo em circulo rolante pode
ser usada para incorporar marcacdo no &acido nucléico alvo
que pode, por sua vez, ser detectado por CANARY. Reacdo de
cadeia de ligase e seus derivados essencialmente dimerizam
oligos, e CANARY pode ser usado para monitorar aquela
dimerizacdo se ambos os oligos estdo marcados com um
antigeno cada.

Detec¢gdo de toxina

CANARY na sua forma basica é incapaz de detectar
antigenos monoméricos (FIG. 56), porque os antigenos sao
incapazes de reticular anticorpos monoclonais: como
descrito aqui, o ensaio precisa ser modificado. Duas
estratégias gerais estéao sendo usadas para detectar
simuladores de toxina usando CANARY: (1) fazer o antigeno
de toxina parecer polivalente para a célula de CANARY ou
(2) fazer o anticorpo expresso pela célula de CANARY
policlonal. Por exemplo, o antigeno de proteina pode
parecer polivalente para a célula de CANARY mediante a
absorgdo do antigeno a microesferas, células, ou reticular
0 antigeno com anticorpo soluvel.

Experimentos iniciais foram realizados wusando um
simulador de toxina, neurotoxina botulinica tipo A, de
cadeia pesada (Bont/A Hc). A modificag¢do do ensaio que, até

agora, gerou sensibilidade e velocidade muito melhor para a
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detecgao de simulador de toxina por CANARY é capturar o
simulador em microesferas magnéticas revestidas com
anticorpos, e detectar a microesfera recoberta com
simulador usando células de CANARY (FIG. 57). Trés
anticorpos monoclonais que reconhecem epitopos nao
sobrepostos no simulador de toxina BoNT/A Hc; 6E10-10, 6B2-
2,e 6C2-4 (doado por Dr. Bavari e Dr. Ludwig, USAMRIID)
foram usados. O anticorpo soluvel 6E10-10 é conjugado a
microesferas magnéticas marcadas com proteina-G, enguanto o
anticorpo 6B2-2 ¢é expresso em células de CANARY. As
microesferas revestidas com anticorpo 6E10-10 sdo incubadas
em solugdao dopada com BoNT/A Hc por 2 minutos, produzindo
microesferas recobertas com simulador de toxina. As células
de CANARY sdo adicionadas, e a mistura & girada por 5
segundos para peletizar as microesferas e células. Essas
microesferas apresentam o BoNT/A Hc imobilizado para a
célula CANARY, reticulam os anticorpos e estimulam a
emissao de luz. Essa técnica pode detectar 800 pg de BoNT/A
Hc (80 ng/mL) em menos que 5 minutos (FIG. 58).

Deve ser observado que a sensibilidade do ensaio
depende da qualidade de BoNT/A Hc. As caracteristicas de
variabilidade lote-a-lote e armazenamento de BoNT/A Hc
comercial afeta o limite de deteccdo aparente (LOD). E
importante no estabelecimento do ensaio demonstrar que
CANARY é capaz de detectar proteinas soluveis
verdadeiramente. BoNT/A Hc ndo congelada, fresca gera uma
resposta mais alta (FIG. 59) que BoNT Hc que foi congelado
(0 método sugerido para armazenamento). A centrifugacdo de

BoNT Hc congelado-descongelado adicionalmente diminuiu a
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reatividade, indicando que agregados se forma durante o
processo de congelar-descongelar. A BoNT/A Hc usada nesses
ensaios que foram armazenadas congeladas, ¢é tipicamente
centrifugada sob descongelamento para remover os agregados.
Embora isso subestime a sensibilidade do ensaio, a variacgao
interensaio é diminuida.

O formato ensaio-microesfera é efetivo para a selecdo
de antigenos soliveis nos produtos de sangue (FIG. 60)
usando o procedimento de preparacdo de sangue total
descrito aqui. O sangue total foi dopado com BoONT/A de
cadeia pesada , e o sangue foi rapidamente centrifugado
através de um polimero para facilitar a separacdo de
células do material soluvel. As microesferas revestidas com
anticorpos foram adicionadas ao sobrenadante resultante, e
ensaiadas usando células CANARY 6B2-2. A sensibilidade do
ensaio ¢é similar a de ensaios realizados em meio de
controle, indicando que a maior parte dos interferentes foi
removida. Ao dopar plasma com uma concentracdo idéntica de
BoNT/A Hc apéds separacao a partir de células do sangue
gera um sinal mais baixo com relagdo as amostras nas quais
o sangue foi dopado diretamente. Essa diferenca é
provavelmente um artefato da preparacdo de amostra de
sangue, nado da presenca de um inibidor de CANARY adicional
no plasma.

O antigeno de BoNT/A Hc dopado na urina também pode
ser detectado, entretanto a amplitude de sinal é um pouco
reduzida (FIG. 61). Nesse experimento nenhum pré-tratamento
foi realizado. As microesferas revestidas com 6B10-10 foram

adicionadas diretamente a amostras de urina, as
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microesferas foram lavadas em CO2I, e células de CANARY
6B2-2 foram adicionadas. Duas das trés amostras de urina
dopadas (linhas azuis) mostraram respostas significantes,
enquanto que terceira amostra ndo mostrou. Ndo estd claro a
partir desse conjunto de dados limitados porque a terceira
amostra de urina foi negativa, ou porque as amplitudes de
sinal das amostras na urina sd3oc mais baixas que as dos
controles positivos (linhas douradas).

O ensaio €& também efetivo na deteccdo de antigeno
soluvel dopado em swabs (chumagos) nasais. Para preparar
amostras para esse ensaio, swabs sdo coletados, a haste do
swab é preparada e a extremidade do swab é colocada em um
cesto de filtro de 5 microns ajustado em um tubo eppendorf
(FIG. ©62). O controle ou meio de CO2I dopado com BONT/A Hc
€ adicionado, e a montagem foi tampada e centrifugada. O
eluato filtrado esvaziado de particulados grandes; é
coletado no eppendorf e ensaiado usando o procedimento
normal de microesfera. Os resultados do ensaio para os
swabs reais e de controle dopados com BoNT/Hc sdo muito
similares, indicando que nenhum dos inibidores estao
presentes nos swabs nasais (FIG. 63). A falta de uma
resposta de CANARY para swabs nasais sem antigenos dopados
mostra que nao existem estimuladores ndo especificos
presentes na amostra swab nasal.

Muitas solugdes, tais como suco de laranja ou PBS/Tx-
100, estimulam células de CANARY ndo especificamente, entdo
€ necessario trocar a solucgdo original contendo o simulador
de toxina para o meio de ensaio. Em adicd3o a reticulacdo do

alvo, o uso de microesferas magnéticas prové um método
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simples de troca de solugdo contendo o simulador para meio
de ensaio compativel com célula. No levantamento de
matrizes alimenticias, suco de laranja sobressai na medida
que possui um potencial problema de pH (pH = 3,5), e &gua
na medida em que possui um potencial problema de sal
(nenhum) . Qualquer dessas caracteristicas poderiam também
afetar a habilidade de microesferas revestidas com
anticorpos se ligar ao simulador de toxina. Para esses
experimentos, um sétimo (1/7) de volume (1,4 microlitros)
de uma solugdo contendo 560 mM de NaCl, hepes 1,4 M com pH
7,9 foi adicionado a todas as matrizes dopadas com BoNT/Hc
e microesferas revestidas com anticorpos. Isso leva a
matriz de agua uma concentrag¢do final de sal de 80 mM, o pH
do suco de laranja para aproximadamente 6,5 e,
simultaneamente, introduz as microesferas conjugadas com
anticorpos para iniciar a etapa de ligacéao.

No final de uma etapa de ligag¢d@o de 12 minutos, 190 pL
de meio de amostra é adicionado, o tubo é colocado no ima
por 30 segundos, € o sobrenadante ¢é descartado. As
microesferas s&do ressuspensas em 50 ulL de meio de ensaio,
20 puL de células s&o adicionadas, o tubo é girado por 5
segundos para sedimentar as microesferas e as células de
CANARY, e a producdao de luz €& monitorada em um lumindmetro
(FIG. 64). Nesse grafico, os valores representam a producgdo
de luz de pico normalizada para valores de base. (células
de CANARY em meio de ensaio com nenhum antigeno, entdo a
barra vermelha no extremo direito é ajustada para um. Todas
as outras barras s&o respostas maximas com relacdo a esse

controle. As respostas de CANARY para BoNT/A Hc diluido em
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suco de laranja ou PBS/Triton s3o muito similares a do
BoNT/Hc diluido em meio de ensaio (controle positivo), com
um LOD para todas essas trés matrizes de 80 ng/mL. O leite
inibe as respostas de CANARY para mais de 5 vezes. Um
método de preparacdo de uma amostra de CANARY generalizado
pode ser aplicado a todas as matrizes de liquido.

E obviamente critico demonstrar que o ensaio funciona
nao apenas com toxinas simuladoras, mas também com toxina
BONT/A ativa. A BoNT/A comercial foi adquirida e ensaiada
usando microesferas de 6E10-10 e células de CANARY de 6B2-2
(FIG. 65) O limite de detecgdo do ensaio para BoNT/A foi
aproximadamente 3,2 ng/mL ou 32 pg de toxina. N&o esta
claro se esse melhoramento na sensibilidade do ensaio &
devido a estabilidade de BoONT/A comparada com BoNT/A Hc,
ou se existe uma diferenca antigénica entre as 2
preparagdes. Tipos similares de resultados de deteccdo de
BoNT/A foram vistos usando um conjunto alternado de
anticorpos contra BoNT/A de Dr. James Marks da UCSF. A
melhor combinagdo desses anticorpos até agora é a de
anticorpos S25 ligados a microesferas e células de CANARY
que expressam anticorpo Raz (FIG. 66). A razdo para a baixa
sensibilidade usando esses diferentes pares de anticorpos
€, no momento, obscuro.

CANARY também pode detectar BoNT/A dopada no sangue
total (FIG. 67). O sangue total foi dopado com varias
concentragcdes de BoNT/A, e o plasma preparado como
previamente descrito. Microesferas revestidas com
anticorpos 6E10-10 foram adicionadas ao plasma e incubadas

por 2 minutos. As microesferas fora lavadas uma vez em CO2I
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e ensaiadas usando células de CANARY gque expressam O
anticorpo 6B2-2. O limite de deteccdo em goticulas de soro
foi de aproximadamente 5 vezes comparado com o meio de
controle, para aproximadamente 16 ng/mL (160 pg).

Quimicas alternadas de ligacdo de microesfera

Microesferas revestidas com anticorpos também foram
feitas mediante a biotinilagdo de anticorpos soluveis e
fixacéao destes as microesferas revestidas com
estreptavidina. Anticorpo soluvel foi reticulado a biotina
(Pierce Biotechnology Inc) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Esse anticorpo biotinilado foi 1ligado a
microesferas magnéticas revestidas com estreptavidina
(Dynal, Dynabeads M-280). Experimentos iniciais indicam que
© anticorpo conjugado a sulfo-NHS-LC-LC-biotina gera um
sinal levemente melhor que o anticorpo conjugado a sulfo-
NHS-LC-biotina ou sulfo-NHS-biotina (FIG. 68). Microesferas
de 6E10-10 produzidas desse modo s3o capazes de detectar
BONT/A solGvel com sensibilidade similar a das microesferas
de proteina G (FIG. 69). Anticorpos multiplos podem ser
fixados as mesmas microesferas wusando essa técnica,
entretanto datar os efeitos de ligagdo de anticorpos
maltiplos para as mesmas esferas foi marginal (FIG. 70).

A combinagdo de incubag¢des mais longas com muito
poucas microesferas n&d&o melhora a sensibilidade do ensaio
(FIG. 71). Microesferas foram diluidas a partir de sua
concentragdo normal (aproximadamente 300.000 por ensaio) em
séries de 10 vezes a partir de 1X a 0,0001X. BoNT/A a 0,32
ng/mL foi adicionada, e incubada durante a noite. Sinais

pobres foram vistos para amostras contendo a gquantidade
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normal (1X) de microesferas, mas amostras com 0,1X e 0,01X
de microesferas gerou sinais fortes. Melhoramentos
similares na sensibilidade a BoNT/A s&do vistos usando
microesferas revestidas com proteina G.

Formatos adicionais para deteccdo de toxina

Formatos adicionais para Detecgdo por CANARY de
toxinas foram previstos e experimentos praticos foram
realizados (ver FIG. 72 do sumario). Muitas dessas
variacdoes sé&o, tematicamente, similares a captura de
microesfera em que o antigeno reticulado é apresentado a
uma célula de CANARY que expressa um anticorpo monoclonal.
Em uma segunda aproximag¢do, por exemplo, as microesferas
revestidas com anticorpos sdo substituidas por células de
CANARY, que estédo essencialmente vivas, microesferas
revestidas com anticorpos. Duas linhagens de célula de
CANARY que expressam anticorpos contra epitopos diferentes
na mesma toxina sdo incubadas em solucdo que contém a dita
toxina. Uma ou ambas as células pode possuir uma molécula
emissora. Em alguns exemplos, ambas as células CANARY
compreendem uma molécula emissora, em que as moléculas
emissoras s&o diferentes nas células de CANARY diferentes.
Em outros exemplos, ambas as células de CANARY compreendem
o0 mesmo tipo de molécula emissora. No ensaio de ambas as
células tornam-se recobertas com toxina, mas a célula nao é
estimulada porque a toxina é monomérica. As células s&o
centrifugadas para o fundo do tubo, onde as duas células de
CANARY diferentes apresentam o antigeno um ao outro. Essa
aproximacao € mais efetiva que (LOD = 50 ng ou concentracao

de 1 pg/mL), mas menos sensiveis que a apresentacdo de
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toxinas nas microesferas. Isso pode ser porque a fixacdo de
uma das células antes do recobrimento com toxina pode
restringir mais o movimento dos anticorpos na membrana e,
portanto, estimular mais a célula de CANARY oposta.

Uma aproximacdo alternativa é fazer uma célula de
CANARY policlonal (aproximacéao 4}y . Dois diferentes
anticorpos s&o expressos em uma linhagem de célula de
CANARY unica. Devido a esses anticorpos se ligarem a
epitopos n&o sobrepostos diferentes na mesma molécula de
toxina, a célula de CANARY pode ser estimulada diretamente
ao antigeno soluvel. Estudos de multiplexagem mostraram que
uma dada linhagem de célula de CANARY pode expressar até
trés anticorpos diferentes sem afetar a sensibilidade da
célula ao antigeno, inferindo que a expressd3o de 2
anticorpos diferentes contra o BoNT na mesma linhagem de
célula de CANARY ndo deve ser um problema. Isso
simplificaria o ensaio porque uma etapa de adicdo de
microesfera ndo seria necesséaria. Entretanto, a preparacdo
da amostra requereria a troca da solucdo contendo a toxina
para meio de ensaio de célula.

Uma aproximacdo final usa o mesmo conceito de CANARY,
mas uma linhagem de célula diferente. Nessa modalidade, uma
linhagem de célula Unica é gerada o que expressa O receptor
Fc e aequorina. O receptor Fc se liga a porgdo Fc dos
anticorpos, deixando as regides de 1ligacdo do antigeno
livres para se ligarem ao alvo. Anticorpos soluveis
adicionados a essas células produzem uma “nova” linhagem de
célula com a especificidade do anticorpo adicionado em 10

minutos. A adi¢do de antigeno a essas células reticula os
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receptores Fc, estimulando a emissdo de luz da aequorina.
Essa aproximacdo funciona com anticorpo monoclonal e com o
policlonal contra Bacillus anthracis. Para a deteccdo de
toxina, um anticorpo policlonal contra toxina (ou 2
anticorpos monoclonais contra toxina) pode ser adicionado a
célula, e os receptores Fc, reticulados por antigeno
soluvel.

Protocolos alternativos:

Melhoramentos adicionais podem ser verificados
mediante a adigcdo de um terceiro anticorpo soluvel ao
ensaio. Dados publicados de Dr. J.D. Marks’ laboratory
(Nowakowski e colaboradores PNAS (2002) 99(17):11346~
11350)mostra que a incubacdo de BoNT/A com um anticorpo
monoclonal aumenta a afinidade aparente de um segundo
anticorpo monoclonal contra um epitopo diferente por
aproximadamente 100 vezes. Nessa modalidade, um anticorpo
solavel contra um terceiro epitopo na BoNT/A seria
adicionado com as microesferas revestidas com anticorpos. A
ligagdo do terceiro anticorpo a BoNT/A melhoraria a
cinética de BoONT/A que se liga as microesferas.

Alternativamente, o anticorpo biotinilado ndo precisa
estar presente nas microesferas gquando ¢ introduzido no
ensaio. Anticorpo soluvel biotinilado e microesferas de
estreptavidina podem ser adicionadas separadamente. Pode
ser que isso melhore a ligagdo do anticorpo ao antigeno, e
a elevada afinidade da interacd@o biotina-estreptavidina
ligara rapidamente o complexo antigeno~anticorpo as

microesferas.
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O uso de microesferas de proteina G ou microesferas de
estreptavidina ¢é conveniente. Qualquer suporte capaz de
reticular os anticorpos pode ser usado, tal como
dendrimeros, superficies de tubo ou membranas. O anticorpo
pode ser marcado com gqualquer coisa que o atraia para uma
superficie a partir da qual ele seja capaz de apresentar
antigeno “polimerizado”.

EXEMPLOS ADICIONAIS 2

Protocolos para Ensaio de Patdgenos de Planta por
CANARY

O tecido de planta é uma matriz complexa que pode
afetar desfavoravelmente o ensaio de CANARY por inibir ou
ativar nédo especificamente as células B. Portanto, métodos
especificos foram desenvolvidos para processar tecido de

planta para extrair agentes para deteccdo por CANARY.

Agentes bacterianos:

Para patdgenos bacterianos de planta que blogueiam o
xilema, tal como, mas nao limitado a, Ralstonia
solanacearum, o seguinte é empregado para extrair o agente.

® O tecido da coroa é recuperado mediante o corte da
base do talo da planta na linha do solo.

® Ar comprimido, ou qualquer outro método que remova a
sujeira do solo em excesso é usado pra limpar o talo.

® Um segundo corte é feito a ~ 1 cm a partir do corte
da base para render um pedaco secional cruzado.

® Com um perfurador circular levemente menor dJue O
didmetro do talo, retira a parte central da secdo para

remover a camada externa (< 1 mm de espessura).
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® Colocar a parte central em um tubo de diédmetro
apropriado contendo 1 mL de A&gua destilada ou meio de
ensaio de célula de CANARY (CO2I) e deixar de molho por 5
minutos.

® Remover a amostra da parte central do tubo, agitar o
liquido.

® qualquer porcdo ou toda a amostra pode ser ensaiada
como segue:

® Centrifugar a amostra a 10K - 18K RCF por 2 minutos
em uma microfuge de rotores horizontais (“swing-bucket”).

® Se agua destilada foi usada para a extracdo, aspirar

O sobrenadante e descartar, adionar 0,5 mL de CO2I ao tubo,

agitar e centrifugar a amostra a 10K - 18K RCF por 2
minutos em uma microfuge de rotores horizontais (“swing-
bucket”) .

® Se CO2I foi usado na extragdo, nenhuma etapa de
reposicdo é requerida.

® adicionar 0,02 mL de células de CANARY ao tubo de
ensaio, centrifugar por 5 segundos e ler o sinal produzido
no lumindmetro.

Ver FIG. 100. O grafico demonstra que a deteccdo de
100 cfu/mL (5ucf/teste de CANARY) de Ralstonia solanacearum
em extrato de geranio utilizando o protocolo listado acima
e ilustrado na FIG. 101.

Ralstonia spp.:

Preparacao de amostra relativamente pequena é
necessaria para tecido infectado com Ralstonia. J& que as
bactérias Dbloqueiam o xilema (0 sistema vascular da

planta), “corrente bacteriana” (isto é, fluxo de bactérias
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fora da extremidade de um talo) resulta quando a amostra de
tecido ¢é colocada sob a A&gua. Isso permite recuperar a
Ralstonia dos tecidos infectados sem ter que triturar a
amostra, por meio disso, eliminando a necessidade de
extrair as bactérias de detritos de planta que interferem
potencialmente nos ensaios.

Para testar uma amostra de planta, gerdnio nesse caso,
0 seguinte procedimento é realizado. A coroa, a &rea do
talo logo acima do solo, ¢é fatiada em secdo cruzada e
qualquer residuo de solo ¢é removido. Um segundo corte
secional cruzado é feito a ~ 1 cm acima do primeiro corte
€ uma amostra da parte central apenas levemente menor que o
diametro é tomada. Esse processo deixa o xilema intacto,
mas remove o©O revestimento externo do talo que interfere
com o ensaio de CANARY. A amostra da parte central &,
entdo, colocada em meio de extracdo por 5 minutos. Devido a
fase de extragdo ser realizada em meio de ensaio de CANARY,
etapas adicionais de CANARY para tornar as amostras
compativeis com CANARY sdo eliminadas, por isso, diminuindo
o tempo de processamento. Foi possivel detectar a Ralstonia
em extratos de gerdnio semeados, no mesmo nivel de
sensibilidade da Ralstonia individualmente em meio de
extracéao (isto ¢&, nenhum tecido de planta presente),
indicando que a presenca de extrato de planta ndo inibe o
sinal de CANARY especifico par Ralstonia.

Um sinal, claramente perceptivel do de base (isto &,
extrato de ger&nio sem Ralstonia) é percebido dentro de 30
segundos a partir do momento que a amostra é colocada no

lumindémetro. O processo inteiro, incluindo a preparagédo da



10

15

20

25

238/272

amostra, pode ser completado em menos de 10 minutos. O
ensaio €& capaz de detectar niveis tdo baixos quanto 5 cfu
de Ralstonia por teste de CANARY. Resultados compardveis
foram obtidos do ensaio de CANARY quando oito diferentes
isolados de R. solanacearum Rlbvl vivos foram testados.

Agentes virais:

O grupo potivirus compreende o mais importante grupo
de virus de planta. O anticorpo monoclonal de reacdo de
amplo espectro, PTYl, que ¢é expresso em células B de
CANARY reconhece um criptotopo (um epitopo ndo encontrado
na superficie do virion, mas de preferéncia na cobertura de
subunidades de proteina encontrada dentro do virion
intacto). Isso apresenta aspectos especiais para CANARY que
requer que o criptdétopo no virus seja exposto para ser
acessivel as células B. O método descrito aqui expde o
criptdétopo mediante na ligagdo do potivirus a pristino,
microesferas de poliestireno de 1-2 micron. Ver FIG. 156. A
tecnologia também funciona com microesferas magnéticas de
poliestireno. Na medida que o virus se liga a microesferas,
isso faz com que a cobertura do virus se solte e exponha o
epitopo. As microesferas também fornecem uma segunda
vantagem para o ensaio de CANARY. O potivirus é uma longa
particula filamentosa, sinuosa (12 X 680 -900 nm) gue nédo
pode ser sedimentado por centrifugacgdo répida, de baixa
velocidade. Mediante a fixacdo do virus a microesferas que
sedimentam muito rapidamente em uma baixa velocidade de
giro ou gque podem ser concentradas com um 1im&, a
sensibilidade do ensaio de CANARY para potivirus é muito

aumentada. Nenhum dispositivo ou aparelho especial &
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necessario para realizar a preparacdo da amostra de ensaio
de CANARY que incorpora as microesferas.

Ver FIG> 102. O grafico mostra a detecgdo de 5 ng/mL
(0,05 ng/teste de CANARY) de BYMV, um potivirus, usando o
processo de fixacd3o de microesfera descrito acima. O
método permite um tempo de 7 minutos da coleta-a-deteccdo.
Testes em seis outras cepas de potivirus resultaram em
limites de deteccao similares.

Phytophthora spp. :

Duas linhagens de célula-B para detectar Phytophthora,
um patdégeno de planta tipo fungo de importancia econdémica
consideravel, foram desenvolvidas. Os genes para anticorpos
foram extraidos a partir de hibridomas, PH 3812 e PH 4831,
fornecido pela Neogem Corporation. Os anticorpos reconhecem
a porgdo micelial do Phytophthora spp..

Preparacao de amostra para extragdo de Phytophthora é
levemente mais complicado que para os outros dois patégenos
previamente mencionados. Como o0s tecidos estdo infectados
com potivirus, este deve ser moido para liberar o
organismo. Entretanto, Phytophthora é grande o suficiente
para ser sedimentado por centrifugacdo, os co-sedimentos de
detrito das planta, interferindo com o ensaio. Além dos
grandes detritos gerados mediante a maceracdo do tecido de
planta, particulas pequenas abundantes (ex. finas) também
contaminam a amostra e ndo podem ser separadas do
Phytophthora por filtracdo sem perda concomitante de
patdédgeno. Os detritos interferem com o ensaio de CANARY
mediante o bloqueio da deteccéao de luz e em alguns exemplos

gera um sinal ndo especifico. Foi novamente tomada uma
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aproximagdo de ligagdo a microesferas para preparar
amostras para extragcdao de Phytophthora de tecidos de
planta. Ao contrario do potivirus, que possui uma afinidade
natural para poliestireno e se liga muito répidamente a
este sem qualquer tratamento especial, Phytophthora nao se
ligara a wuma superficie de microesferas ndo tratadas.
Portanto, Phytophthora e mycelia foram capturados
microesferas magnéticas revestidas com um segundo anticorpo
especifico para Phytophthora (isto é, reconhe um diferente
epitopo do anticorpo expresso na superficie da célula B)
permitindo que o patdgeno seja retirado dos detritos.
Usando uma caneta “pen pic” magnética, Phytophthora ligada
a microesfera pode ser facilmente transferida para um tubo
de ensaio e o ensaio de CANARY pode, entdo, ser realizado
como indicado antes. A etapa de limitacdo de taxa na
preparagcao de amostra é de 15 minutos requeridos para
alcangar ligagdo suficiente de Phytophthora as microesferas
revestidas com anticorpos.

Usando essa técnica, foi possivel demonstrar resposta
dose dependente para Phytophthora infestans e Phytophthora
capsici mycelia, bem como a detecgdo de Phytophthora
infestas no extrato de tubérculo de batata semeado. Os LODs
ndo foram determinados para os testes com Phytophthora, ja
que as preparacdes de antigeno consistiram de mycelia moida
colhida de culturas de Phytophthora de crescimento ativo.
Dilui¢des de 10 vezes de mycelia moida foram testadas até
que o sinal retornou para niveis de linha de base (nenhuma

Phytophthora) .
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Protocolos para Ensaio de Patdégenos Carregados pelo
Sangue por CANARY

Existem muitos pardmetros que influenciam a habilidade
de CANARY para detectar patdgenos carregados pelo sangue.
Como com outras matrizes complexas, o sangue contém
ativadores e inibidores de ensaio de CANARY. A transmissio
de 1luz € blogqueada porque o sangue total ¢é opaco e os
patdégenos podem ser ou intracelulares ou estar na fase
fluida de uma amostra de sangue. Adicionalmente, a
variabilidade entre amostras de doadores diferentes
necessitou de desenvolvimento de um método de preparacdo de
amostra universal que funcionard sem considerar o status do
doador. Aqui s&o descritos métodos para preparacdo de
amostra de sangue total, e dispositivos que superam todos
eésses aspectos e ainda permitem a detecgcdo de patdgenos no
sangue sem sacrificar a velocidade ou sensibilidade de
ensaio de CANARY.O método usa tubos de separacido de plasmas
(PST) disponiveis comercialmente e centrifugacéo
diferencial. Esse processo usa um gel tixotrdépico com uma
densidade entre aquela do plasma e células do sangue, que
forma uma barreira entre o plasma e as células quando o
tubo ¢é centrifugado. As bactérias e virus presentes no
sangue, sendo de menor densidade que o gel, permanecem na
fase de plasma (fluida) durante a centrifugacdo. O plasma
pode entdo ser colhido e testado em CANARY.

Dispositivo e Protocolo para Detecgcdo por CANARY de
Patdgenos Carregados por sangue na Fase Fluida:

Um dispositivo de amostra (FIG. 103) foi montado a

partir de partes software de prateleira modificado
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“Commercial off-the-shelf” (COTS) que possibilita a
separacdo de amostras de sangue total em trés etapas
rapidas, simples. O dispositivo consiste de um tubo de
coleta de sangue PST capilarmente heparinizado, disponivel
comercialmente. Um colar de conexdo rosqueado € ajustado
na tampa do tubo PST, a partir do qual o topo foi
puncionado. Uma tampa obturadora é entdo colocado na metade
do topo do colar. Um milimetro e meio de sangue total é
coletado no tubo de separacdo de plasma heparinizado (etapa
1) e centrifugado por 90 segundos (etapa 2). A tampa
obturadora é, enté&o, substituida com um tubo rosqueado de
ensaio de CANARY de 1,5 mL. O plasma contendo patdgeno
separado, com volume recuperado variando de 50 a 250 mL, é
entdo coletado no tubo de ensaio por inversdo (etapa 3). O
plasma ¢é misturado com 0,5 mL de meio de ensaio (um
processo que reduz o efeito de um ativador de célula de
CANARY que esta presente no plasma) e a mistura é
centrifugada para peletizar o patédégeno. A amostra &, entdo,
testada com células de CANARY especificas para patdégeno
como O protocolo padrdo. O tempo total requerido da coleta
de sangue até a detecgdo do patdgeno é aproximadamente 5
minutos.

Ao usar o procedimento de trés etapas simples
detalhado acima, o limite de detecg¢do de Yersinia pestis no
sangue inteiro é 1000 cfu/mL (um ensaio de CANARY de 125
cfu) com um tempo total de coleta de sangue ©para
deteccédo/identificagdo de agente em aproximadamente 5

minutos. Vide FIG. 103.
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Dispositivo e Protocolo para a Deteccdo por CANARY de
Patdégeno Intracelular Carregado por Sangue:

As modificacgdes desenvolvidas para o dispositivo para
© 1isolamento de patdgenos em fase fluida permite a
recuperagao das células brancas do sangue que contém
patdgenos intracelulares, plasma e patégenos em fase fluida
todos em uma etapa. Isso é realizado mediante a
incorporagdo de um meio de isolamento de células brancas do
sangue (Ficol-Diatrizoato) no dispositivo. N&o ha
atualmente nenhum dispositivo comercial com essa
configuragdo que ¢é construida em pequena escala (isto §&,
capaz de separar somente 0.5 mL do sangue total).

Portanto, a unidade é montada neste como segue.

Em vez de um tubo de PST, (nenhum gel) um tubo de
coleta de sangue capilar vazio é usado como o tubo base. Os
seguintes componentes, na ordem em que eles estdo listados,
sao entao adicionados ao tubo (Nota: as quantidades sé&o
altamente relevantes para o} dispositivo funcionar
corretamente) :

* 200 microlitros de Ficol-Diatrizoato (FD)

* 5 milimetros de gel de poliéster

* 100 microlitros de fosfato salino tamponado (PBS)

* 500 microlitros do sangue inteiro heparanizado ou EDTA

Vide a FIG. 104 para a configuracdo de tubo.

A configuracdo de tubo é idéntica aquela descrita para
a separacdao de fase fluida e as mesmas modificacdes sédo
feitas para acomodar o colar rosqueado e o tubo de ensaio
descrito anteriormente. Uma vez que o sangue é adicionado

ao tubo e tampado, o tubo é invertido vAarias vezes para
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misturar o sangue com o PBS e, entdo, centrifugado por 90
segundos. O diagrama mais baixo na FIG. 104 indica a
posicdo dos componentes pds-centrifugacao.

A tampa obturadora é substituida pelo tubo de ensaio
de CANARY e as células, o plasma e quaisquer patdgenos
livres sdo coletados pela inversdo do dispositivo. Etapas
adicionais s&o uUteis nesse ponto, comparadas com o ensaio
de recuperagdo de patdébgeno em fase fluida. As células
brancas do sangue contendo patdgeno devem ser lisadas para
permitir a distribuigido do agente de modo que isto seja
acessivel as células de CANARY. Primeiramente, o tubo &
centrifugado em 11000 RCF por 1 minuto para peletizar as
células brancas do sangue e quaiquer patdégenos livres (fase
fluida). O 1liquido ¢é descartado e um agente lisante
comercial ¢é adicionado ao tubo de ensaio de CANARY que, a
seguir, € agitado para misturar as células com o agente
lisante. O tubo é incubado & temperatura ambiente por 5
minutos com agitacdo ocasional e, entao, centrifugado outra
vez a 11000 RCF por 1 minuto para peletizar os patdgenos. O
reagente lisante acima do pélete é descartado e 0,5 mL de
meio de ensaio de CANARY sdo adicionados ao tubo que foi
agitado e centrifugado outra vez. A amostra estd agora
pronta para o ensaio de CANARY e segue formato padrdo de
ensaio de amostra unica, isto é, adicionar as células B,
centrifuga-las por 5 segundos e registrar a saida de luz no
lumindémetro. O tempo total requerido para este ensaio de
coleta para deteccdo é€ ~12 minutos.

O limite de detecg¢do para Y. pestis no sangue total

dopado é de 1000 cfu/mL quando a amostra de sangue ¢é&
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processada pelo método descrito acima para se obter os
patdgenos intracelulares (vide FIG. 105).
EXEMPLOS ADICIONAIS 3

Técnicas de colisdo de Célula B de CANARY

A invencdo descreve técnicas para a distribuicao
eficiente de células B CANARY umidas ou de amostras de
colisdo a secos em centrifugacdo. Essas técnicas devem
possibilitar um CANARY automatizado mais simples, mais
barato baseado na minimizagdo das partes méveis e o tempo
de leitura de fdéton separado.

Sumdrio da Descricdo Técnica

O dispositivo incorpora técnicas usando a colisdo de
goticula para maximizar o encontro réapido entre Células B
de CANARY e os alvos contendo antigeno sob investigacso.
Diversas variagdes sdo descritas (listadas abaixo) e as
técnicas experimentais e analiticas relevantes sdo
descritas abaixo.

Técnica 1 “Pulverizacido de Célula B"

Técnica 2 “Ensaio de CANARY sem Centrifugacio"

Técnica 3 “Colisdo de Célula B de CANARY”

Técnica 4 “Conceito de distribuicdo de Célula B TCAN-
37;

Técnica 5 “Atualizacdo em colisdo de célula B e de
CANARY"

As técnicas descritas aqui se referem ao antigeno
aerossolizado ou as goticulas de solugdo de antigeno
colididos em uma superficie através de um elemento de
colisdo durante a coleta de antigeno. Subseqgiientemente, as

goticulas de Células B de CANARY sdo aerossolizadas e séo
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colididas na mesma superficie. Os métodos para a colis&o
sao tanto de atomizagdo mecanica quanto de pulverizacdo da
goticula de antigeno colidida de um reservatdrio fluido
(Técnicas 1 a 3) ou por meio de pressdo diferencial criado
a partir de uma perfuracdo rdpida de um reservatdrio de
fluido de célula B (Técnica 4). A técnica 5 descreve uma
série de experiéncias projetadas para se verificar a
capacidade de sobrevivéncia das Células B durante tais
esquemas do aerossolizacdo. Em todos os casos, as Células B
encontram rapidamente o antigeno em uma superficie
transparente, abaixo da qual estd um fotodetector ou um
medidor de ondas 6tico para um fotodetector. Em cima da
ligagcdo de anticorpos de Célula B ao antigeno colidido, a
luz é emitida e detectada pelo fotodetector. A relacdo
sinal/ruido do sistema pode ser melhorada combinando a
geometria oOtica do medidor de ondas & geometria do bico de
colisdo, que pode ser usado para focalizar tanto o antigeno
coletado assim como a solucdo atomizada de célula B.

Esse dispositivo ou os métodos descritos aqui podem
ser usados para conduzir ensaios de CANARY sem
centrifugacdo, reduzindo desse modo a complexidade de um
instrumento automatizado de identificacdo e melhorando
potencialmente o desempenho. Este usa a colisido em aerossol
como parte de um imunoensaio rapido.

O ensaio de CANARY ¢é um imunoensaio extremamente
rapido, com o retardo de tempo preliminar resultando na
técnica atual de centrifugar a solucdo de célula B a fim
provocar a ligagdo para o antigeno. Este método introduz

nao somente um retardo de tempo, mas mais
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significativamente, requer uma maior complexidade do
dispositivo (motores, mecanismos de acoplamento e
desacoplamento, codificacdo da posicdo e da velocidade,
etc.) do que o método proposto aqui. A nova técnica usa a
colisdo de aerossol para deixar o anticorpo e o antigeno em
contato. A complexidade reduzida pode igualmente resultar
em sensores de identificagdo automatizados menores, menos
caros do gque os que existem atualmente, desse modo
realgando seu uso como parte dos sistemas sensiveis
proliferados.
Este dispositivo pode ser usado para o seguinte:
Sistemas da detecg¢do/identificacdo de biodefesa,
tanto de monitoramento continuo quanto de trigger; cuidados
médicos em seres humanos - caracterizacdo de doenca clinica
e de estado da doenga; caracterizacdo da flora de base e de
amostra ambiental; teste de alimento; saude de animal, como
sera compreendido por uma pessoa versada na técnica.
Técnica 1: Pulverizador de célula B
Objetivo
O objetivo deste experimento era determinar se o uso
de células B de pulverizacdo com um atomizador seria um
mecanismo alternativo de distribuicdo de célula B. O volume
da célula distribuida, a viabilidade de célula, e a
atividade foram medidos.
Projeto Experimental
Um método alternado de distribuicdo de um volume
controlado de células de B foi investigado. A cinética de
célula B pulverizada foi investigada para amostras liquidas

e secas, e comparada as amostras testadas com 20 ul de
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células B. Esses experimentos foram testados para contagens
de célula, viabilidade, reprodutibilidade e atividade
dentro de uma concentracdo, e niveis de base. 0 efeito de
girar as células apds a distribuicio, e o volume tipico de
célula pulverizada também foi testado.

As <células de B foram carregadas em um frasco
atomizador pulverizante de Qosina de 3ml e usadas para
distribuigdo de células as amostras que contém Ba ou YP.
Para determinar o volume de cada pulverizador, o frasco de
pulverizador foi enchido com 2 ml de CO2I e um pulverizador
foi 1liberado aos tubos eppendorf individuais até que o
frasco de pulverizador ficasse vazio. Os tubos eppendorf
foram centrifugados a 10.000 RPM por 30 segundos e o volume
foi medido com uma pipeta. Para medir contagens de célula,
as células B Ba foram carregadas no frasco de pulverizador
e pulverizadas dentro de 5 tubos eppendorf individuais. Os
tubos eppendorf foram centrifugados a 10.000 RPM por 30
segundos e o volume foi medido com uma pipeta. 10 ul de
células foram entdo carregados para dentro do hemocitémetro
para serem contadas. As contagens de célula foram
comparadas as células contadas diretamente do tubo original
da preparacdo da célula.

A fim de medir a atividade da célula B para amostras
liquidas, 50 ul das amostras foram preparados com o agente
nos tubos eppendorf de 1,5 ml, e centrifugados a 10.000 RPM
por 2 minutos. Para amostras secas, 5 ul de agente, diluido
em agua, foram preparados nos tubos eppendorf de 1,5 ml,
centrifugados a 10.000 RPM por 2 minutos, e deixados secar

durante a noite. Um pulverizador de células B, tipicamente
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com um volume de 34+8ul/pulvezizacdo, foi pulverizado
diretamente no tubo. As amostras entdo foram giradas em uma
mini-centrifuga por 5 segundos e lidas com um lumindmetro
de Berthold.
Resultados

Os resultados indicam que cada frasco de pulverizador
pode ser carregado com 2 ml de células B e pode ser
pulverizado 45-47 vezes. Cada pulverizador distribui
34+t8ul/spray (n = 47). Enquanto as células contadas
diretamente a partir de tubo original produzem em média 3,2
x 10> + 8,0 x 10* células/ml (n = 5), as células

pulverizadas mostraram uma média reduzida 1,3 x 10° + 2.9 x

104 células/ml (n = 5). Conseqgientemente, o numero de
células/amostra distribuida resultou em 5392 + 954 (n = 5),
por células pulverizadas e 5283 o + 76 (n = 5) por células

distribuidas com a pipeta dev20 ul.

A FIG. 106 é um grafico padrdo de Ba com 20 ul de
distribuicdo de célula. 50ul de amostras Ba preparadas em
meio CO2(I) e testadas com 20ul de células B. Os resultados
indicam o baixo fundamento e um LOD de 50 cfu Ba (n = 2).

A FIG. 107 é um grafico de pulverizador de célula B
Ba. 50ul de amostras Ba preparadas em meio CO2(I) e
testadas com numero variado de pulverizadores de célula B.
Os resultados indicam o fundamento aumentado com os 2
pulverizadores comparados a 20ul de distribuicido de célula.
O nuimero de pulverizadores ndo afetou a intensidade mé&xima
dos 50.000 cfu Ba (n = 1).

A FIG. 108 ¢é um grafico Padrdo de Ba com 1 -

pulverizacdo de distribuicdo de célula. 50ul de amostras Ba
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preparadas em meio CO2 (I) e testadas com um pulverizador
de células B. Os resultados indicam bases similares com
20ul de distribuigdo de célula e o LOD de 5.000 cfu. 50 e
500 cfu Ba mostraram a possibilidade de 50 % de deteccdo (n
= 2).

A FIG. 109 é um grafico de Padrdo de Ba: deteccdo de
500 cfu de Ba com 20 ul de células B. 50 ul de amostras de
Ba com 500cfu de Ba foram preparadas em meio de CO2(I) e
testadas com 20 ul de células B. Resulta em 100% de
detecgdo de 500cfu mesmo com base mais alta do que o visto
normalmente (n = 3).

A FIG. 110 €& um gradfico de Pulverizador de célula B
Ba: detecgcdo de 500 cfu de Ba com 1 - pulverizacao de
células B. 50 ul de amostras de Ba com 500 cfu de Ba foram
preparados em meio de CO2(I) e testados com 1 pulverizador
de células B. Os resultados indicam a deteccdo de 50% de
500cfu e de uma base 2-3 x mais alta (n = 14).

A FIG. 111 & um grafico de pulverizador de célula B
Ba: deteccdo de 500 cfu de Ba com 1 - pulverizacdo de
células de B e nenhuma rotacdo. 50 ul de amostras de Ba com
500 cfu de Ba foram preparados em meio de CO2(I) e testadas
com 1 pulverizador de células B. As amostras ndo foram
giradas por 5 segundos antes da leitura. Os resultados
indicam que nenhuma célula interage com o agente tendo por
resultado a detecgdo de 0 % de 500 cfu Ba (n = 3).

A FIG. 112 é um grafico do pulverizador de célula B de
YP: detecgcdo de 500 cfu de YP com 20ul de células B. 50 ul
de amostras de YP com 500 cfu de Yp foram preparados em

meio de CO2(I) e testados com 20ul de células B. Os
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resultados indicam uma base tipica e uma deteccdo de 100%
de YP 500 cfu (n = 4).

A FIG. 113 é um grafico de pulverizador de célula B de
YP: detecgdo de 500 cfu de Yp com 1 - pulverizacido de
células B. 50 ul de amostras de Yp com 500 cfu de Yp foram
preparados em meio de CO2(I) e testados com 1 pulverizador
de células B. Os resultados indicam uma base ligeiramente
aumentada com a detecgdo de 100 % de 500cfu de YP (n = 8).

A FIG. 114 é um grafico de Yp padrdo: deteccdao de 500
cfu de Ba com 20 ul de células B. 50 ul de amostras de Yp
com 500 cfu de Yp foram preparados em meio de CO2(I) e
testados com 20ul de células B. Resulta em 100% de deteccdo
de 500cfu com uma base tipica (n=7).

A FIG. 115 é um grafico de Pulverizador de célula B de
Yp: detecgdo de 500 cfu de Yp seco com 20ul de células B.
Sul de amostras de Yp com 500 cfu de Yp foram preparados em
dHZ20, secos durante a noite, e testados com células B 20ul.
Os resultados indicam a detecgdo de 100 % de 500 cfu de Yp
(n=10) .

A FIG. 116 & um grafico de pulverizador de célula B de
Yp: detecgdo de 500cfu de Yp seco com 1 - pulverizacdo de
células B. 5ul de amostras de Yp com 500 cfu de Yp foram
preparados em dH;O0, secos durante a noite, e testados com 1
— pulverizacdo de células B. Os resultados indicam uma base
mais alta, mas a deteccdo de 100% de 500 cfu de Yp (n=10).
Concluséao:

Os resultados indicaram que a pulverizacdo de células
B é um método apropriado para a distribuicdo de célula B.

Embora as contagens de célula tenham diminuido com a
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pulverizagao, o volume maior permite um nUmero similar de
células liberadas por amostra. A pulverizacdo de células
BBa continua a mostrar capacidades de deteccdo com 50 cfu e
500 cfu, mas em 50 % de deteccdo. E possivel que otimizando
as condicdes de pulverizacao, possivelmente com uma
concentracdao mais alta de células B ou células mais novas,
essa atividade possa ser recuperada. Experimentos de
pulverizacdo de célula BBa também indicam que 5 segundos da
etapa de giro € ainda requerido para a atividade apropriada
de célula B. Interessantemente, a pulverizacdo de célula
BYp ndo afetou a atividade de célula B tanto, quanto com a
detecgdo de Ba. Os niveis de base permaneceram similares e
500 cfu de YP mostrou 100 % de deteccdo. Os efeitos de
células B foram também testados no liquido e em amostras
secas. Primeiramente, a detecg¢do de 500 cfu de Yp na forma
umida ou seca ndo mudou com 20 ul de distribuicdo de
célula. Embora, os experimentos tenham aumentado para
células pulverizadas comparadas a distribuicdo 20 ul de
célula com amostras secas de Yp, a deteccdo de 500 cfu de
Yp seco permaneceu mostrando deteccdo de 100 %.

Esses resultados sugerem que as células B podem manter
LODs similares apds passarem por alguns mecanismos de
distribuigdo de bomba e podem se opor a alguma das pressdes
vistas em ambientes de orificio pequeno e capilares. A
distribuig¢do de células B pulverizadas pode facilitar
experimentos de campo onde a armazenagem e distribuicédo
estd em uma parte e ndo requer pipetas.

Técnica 2: Ensaio CANARY sem Centrifugacéao
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O ensaio CANARY. CANARY é um bioensaio sensivel e
rapido. Este usa linhagens modificadas de células-B que
fluorescem ao se ligarem com antigenos. Células de antigeno
sdo centrifugadas ou colididas em uma superficie. Em
seguida, células-B sdo centrifugadas nessas células e a
fluorescéncia é medida por um lumindémetro. VAarios projetos
(por exemplo, BCAN ou TCAN) estdo usando CANARY para
detecgdo em campo de patédgenos, combinando coleta de
aerossol e colisdo com o ensaio de CANARY.

Sistema de CANARY Anterior.

Na versdo atual dos detectores de campo de CANARY, o
aparelho de centrifugacdo embaracoso e o aparelho o4tico
delicado s&do necessariamente combinados em um espago
pequeno. Essa exigéncia incomoda o projeto e a construcao
desses detectores. A eliminacdo de centrifugacdo reduz
custos de projeto, custos de construcdo e custos de
manutencédo somados a melhora de confiabilidade. Foi
descrita uma técnica alternativa usando colisao.

Técnicas alternativas para colidir células-B

Para evitar gastos e complicacdes de projeto devido a
centrifugacéao, varios métodos foram sugeridos como
alternativas para mover as células B para a superficie de
ligacéo. Esses incluem manipulacéao de microesferas
magnética dentro de células, termoforese, eletroforese, e
manipulacéao acustica. Cada desses métodos requer um
desenvolvimento e refinamento de nova tecnologia no sistema
de CANARY.

Técnica proposta
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E descrita aqui uma técnica que usa tecnologia de
CANARY aplicada de uma maneira nova, especificamente a
ligacdo de células B a antigenos mediante colisdo. Essa
técnica usa uma colisdo bem similar a aquela usada um BCAN
ou TCAN. A solugdo de célula B é pulverizada através do
bico de colisdo de célula de antigeno. Devido a sua maior
massa, mesmo que as células B estejam em solucdo elas ainda
colidem na superficie de colisdo. Isso é descrito em mais
detalhes na préxima segdo. O spray tem a mesma taxa de
fluxo usada para o bioaerossol. Portanto, a mesma bomba
usada para coletar o aerossol pode acionar a colisdo de
células B.

A Fisica da colisdo de células B

A colisdo de uma particula através de um liquido &
similar a de uma particula através de um gas. Quando linhas
de corrente de fluido mudam de direcdo repentinamente
devido a obstrugdes fisicas, particulas macicas no fluido
atravessam as linhas de corrente e colidem com a obstrucdo.
O parametro adimensional que descreve a verossimilhanca da
colisdo é o numero de Stokes. Este é a razdo da distancia
de parada de uma particula para a dimensdo de um obstaculo.

O numero de Stokes é aproximadamente:

SM:zEEL,
D

Onde U é a velocidade de fluido que se move em direcdo ao
obstaculo, D é o tamanho do obstaculo e 1T é o tempo de
relaxacdo da particula. O tempo de relaxacdo é uma funcdo

do diametro da particula, densidade da particula e
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viscosidade do fluido. Para fluido que flui para fora de um
bico na superficie de colisdo, D é o diametro do bico.

A equagao para o didmetro de corte da particula em um

bico de colisdo e:

3 o 5 v : £ -¢
Fper = 2776, RelK()IVE? VEa— K(w)=—2—""
d £, +2&
P m
onde Stksp €& uma constante (~0,5), N é& a viscosidade do
fluido (0,01 P para &gua e 0,0002 P para o ar) e Q é a

taxa de fluxo. Para BCAN, Q é 2 lpm e D é 0,1 cm. Entdo a
d50 calculada para a &gua é 6 microns e para o ar é 0,8
10 microns.

Portanto, a mesma bomba de colisdo pode ser usada para
colidir uma particula no ar e para colidir uma célula B em
solucéo.

Os novos métodos possuem varias vantagens. A nova

15 técnica elimina a etapa de centrifugacdo de células B. O
método € rapido - leva apenas segundos para colidir as
células B. N&o existem partes que se movem prdéximas a PMTs,
©0 que significa que os PMTs terdo uma vida operacional
longa e que eles podem ser posicionados para um sinal mais

20 sensitivo. Esse detector é barato e rigoroso comparado a um
detector com base em centrifugacdo. E facil de construir
mediante modificacdo de um BCAN ou TCAN existente.

Técnica 3: Colisdo de células B de CANARY

Objetivo:
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Para desenvolver um método de distribuicdo alternativo
para dispositivos de campo de CANARY que ndo envolvem uma
etapa de centrifugacéio.

Projeto experimental

Protocolos de CANARY anteriores requerem uma etapa de
5 segundos de centrifugagdo em 500 g para distribuicdo de
células B. Entretanto, a centrifugacdo de amostras limita a
efetividade de dispositivos de campo de CANARY mediante o
ajuste de varias restrigdes de projeto em um sistema
automatizado que inclui componentes delicados, tais como
células B e PMTs. O novo método descrito aqui elimina
movimento extra de partes mediante a colisdo do agente e de
células B,-na medida que sdo colididas de maneira similar
aos sistemas BCAN e TCAN.

Este difere do método atual no qual apenas o agente &
colidido. Conseqlentemente, A tunica parte mdével é uma
valvula para atomizagdo de células B, que é colocada em
alguma distancia a partir da superficie de ligacéao.

No novo método, goticulas de células B sdo dispersas
na corrente de colisdo. Os experimentos da técnica 1 “spray
de células B” mostra que as células B sobrevivem pelo menos
a algumas formas de atomizagdo. Os cdlculos da técnica 2
“Ensaio de CANARY sem centrifugacdo”, mostram que células B
colidirdo através de uma solugcdo aquosa que move em taxas
de fluxo usadas no BCAN. Devido ao BCAN possuir um corte de
colisdo de 1 micron, goticulas de células B com didmetros
de 10 microm e acima colidirdo facilmente no fluxo de ar
provido por uma bomba de BCAN usando a mesma taxa de fluxo.

Como o tamanho da goticula é muito menor que o bico de
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BCAN, perdas no bico serdo negligenciadas. O gquanto as
células B sobrevivem a colisdo pode ser determinado apenas
experimentalmente.

O novo método de pulverizagdo remove partes méveis
para as trés operagdes: colisdo de agente, colisdao de
células B e medigdes PMT. Consegientemente, isso simplifica
as exigéncias do projeto para o dispositivo de campo onde
as células B podem ser armazenadas em um reservatdrio unico
em uma certa distancia. Um simples mecanismo de valvula no
impactador ¢é usado porque o fluxo de ar nao precisa ser
separado das células B adicionadas.

Essa técnica requer um dispersante capaz de
aerossolizar 10 ou 20 microns de goticula. Nebulizadores
de colisao, o dispersante padrdo de laboratério para
biocaerossol, possui baixa eficiéncia para goticulas maiores
que 5 microns. Dois atomizadores alternativos foram
considerados. O primeiro é um pulverizador de dose medida
disponibilizado por Qosina e desenvolvido para a indastria
cosmética. Experimentos Isome indicam que tamanhos de
particulas s&o de 10 microns ou maiores e produzem um pulso
de aerossol. Esses pulverizadores custam $1 cada. O outro
tipo de atomizador para esses tamanhos de particula é o
atomizador ultra-sénico usado para fluxos continuos. Duas
empresas gque produzem sistemas de atomizadores ultra-
sbnicos sdo Sono-tek e Soaner. Esses sistemas custam de $
7,5K a $ 15K.

Um experimento para testar o atomizador Qosina com
protdétipo de BCAN ¢é estabelecido como segue (vide FIG.

117). O disco serd colocado em um anel de colisdo, que foi
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construido para experimentos de BACAN. Este consiste de um
bico de colis&do, um poco mantendo o disco de colisdo e uma
ponta sera conectada através de um tubo para um rotdémetro,
filtro HEPA e bomba para operar préximo a 5lpm. Um tubo
conectard a entrada do anel a um “T”, uma extremidade a
qual serd aberta ao ambiente de ar e a outra para o
atomizador Qosina, que conterd uma solucdo de células B. Um
PMT serd colocado embaixo do disco de vidro. Devido ao PMT
ser sensivel a 1luz, o anel de colisdo e o PMT serao
colocados em uma caixa preta. Tubulacdes escuras conectardo
a saida do rotdémetro e a entrada do “T”. Durante o teste,
simulador de agente serd marcado no disco de colisdo de
vidro e o disco colocado no anel. A seguir, a bomba seré
ligada e as células B pulverizadas a partir do atomizador.
Nesse ponto, se as células B sobrevivem a atomizacdo de
colisao em quantidade suficiente, um sinal luminescente &
esperado a partir do PMT. Um teste de suporte serd colidir
células B em um disco livre de agente para provar que a
colisdo sozinha n&o causa luminescéncia nas células B.

Técnica 4: Conceito de distribuicdo de célula-B de
TCAN-3

Objetivo:

O atual biosensor TCAN-2 incorpora valvulas de trompa
de COTs para controlar a liberacdo e distribuicdo de
células B. Essa valvula de trompa é cara e volumosa.
Adicionalmente, uma mola dentro da valvula de trompa tem
que ser removida antes de ser usada para manter a valvula
aberta durante a etapa de centrifugacdo. Essa técnica

propde um esquema alternativo para células B liberadas e
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distribuidas com base em uma aplicacdo simples de principio
de Bernoulli.

Conceito:

O conceito proposto utiliza a bomba de coleta de
aerossol para aspirar células B no trajeto do aerossol a
partir de um reservatério de liquido. Isso é realizado
mediante a vedagdo do reservatédrio de células B com um
lacre de folha de metal que é fechado durante a coleta de
aerossol. Apds a coleta de aerossol o lacre é perfurado,
resultando em uma pressdo diferencial (AP) entre o trajeto
do aerossol e o reservatério.

Esse conceito é baseado no principio de Bernoulli que
estabelece que a pressdo de um fluido varia inversamente
com a velocidade; portanto, o aumento na velocidade do ar
produzira uma diminuicdo da pressdo. Os principios para
esse conceito sdo idénticos a atomizadores comuns. A maior
parte dos atomizadores funciona mediante a geracdo de um
fluxo de ar em um reservatdédrio de 1liquido. O ar em
movimento réapido diminui a pressdo de entrada, aspirando o
liquido no trajeto do ar com base na pressdo diferencial.

Principio de Bernoulli:

P 1_, y
—+ =V + gz = const.
p 2

)
[

pressdo; p = densidade do fluido; V = velocidade;

G = aceleracgdo da gravidade; z = altura;
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Antes de perfurar o lacre. As células B devem
permanecer no reservatdério porque a pressdo da extremidade
traseira (P,) se équilibraré com a pressdo de entrada (P;)
com base na lei dos gases ideais. Ao assumir que a
temperatura permanece a mesma, na medida em que o plugue de
fluido é puxado para o trajeto do aerossol, o volume de ar
(V2) também aumentard resultando em uma diminuicdo da
presséao da extremidade traseira (Py) . A presséao da
extremidade traseira se equilibrard com a pressdao de
entrada até que o lacre é rompido. Apdés o lacre ser rompido
a pressao da extremidade traseira se equilibrard com a
pressdo atmosférica adjacente.

Lei dos Gases Ideais:

PV = nRT

Pardmetros de Projeto

Existem varios experimentos chave que necessitam ser
completados. Os parédmetros do projeto chave incluem a
determinacdo do didmetro e geometria ideais do canal de
reservatdorio. Esse didmetro afetard a tensdo superficial da
interface 1liquido-gds. A pressdo diferencial devida a
tensao superficial em um tubo capilar é como segue:

(tensdo superficial =Yy = 0,073 N/m para a agua)

AP = 2Yy/ raio

Como o raio ¢é diminuido, a pressdo necessaria para
aspirar o liquido do reservatério & aumentada.

Conclusdes:

Esse método para liberacgdo e distribuicdo de célula B
simplificard o projeto do atual CD sendo usado em TCAN-2.

Esse método também pode diminuir o custo e o tamanho do CD,
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resultando em um modo mais barato e mais facil para
produzir partes. Essa técnica também pode ser aplicavel a
aproximagdes n&o centrifugas de distribuicdo de células B
também descritas aqui.

Técnica 5: Experimentos adicionais de colisdo de
célula B e CANARY

O método descrito aqui tem como alvo as células B em
antigeno mediante a colisdo de goticulas no substrato de
antigeno. Isso é particularmente adequado para a colisdo de
CANARY a seco. Células B sdo colocadas no mesmo local que o
antigeno porque elas sd3o colocadas pelo mesmo mecanismo.

O excesso de estresse a que as células B estao
sujeitas ¢é devido a aerossolizacdo. Especificamente, o
estresse ocorre durante o transporte do aerossol e a
colisdo do aerossol. Durante a geracido de bioaerossol, as
células podem ser sujeitas a estresses mecidnicos severos e
carregar. Durante o estagio de transporte, a goticula pode

estar sujeita a evaporagdo do solvente e mudancas na

concentracao do soluto. Esses efeitos podem 1levar a
dessecagdo, toxicidade de oxigénio e desequilibrio da
presséao osmotica. Durante o estdgio de coliséao, as

particulas s&o mais uma vez sujeitas ao estresse mecénico.
Todos esses efeitos podem inativar a célula B, impedindo
seu uso como um detector de antigeno. As células B nao séio
inativadas por aerossolizagdo durante a analise de FACS,
nem a viabilidade das células é afetada. Durante a andlise
de FACS/citdémetro de fluxo, maquinas de FACS dispersam as
células uma de cad vez em goticulas (isto é, um aerossol) e

as goticulas sao oticamente analisadas e entao
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(opcionalmente) coletadas em tubo para estudo adicional. As
células B também sobrevivem por horas apds colisio em tubos
Secos, mesmo na presengca de lons quelato. Apenas 10% das
células de séo perdidas apds uma hora. Portanto,
suficientes células B para deteccdo de CANARY colidirdo em

menos de um segundo.

Estudo de teste

Para estudo adicional do efeito da aerossolizacdo em
células B, um antigeno pode ser colocado no fundo de um
tubo de teste separador FACS. Células B de CANARY podem
entdo ser processadas através da madquina de FACS. O tubo de
teste pode entdo ser analisado em um lumindmetro para
emissdo de féton por células B de CANARY. Um controle
negativo omitiria o antigeno no tubo. Além disso, a colisdao
de antigeno e células de CANARY juntos em um tubo pode ser
testada.

EXEMPLOS ADICIONAIS 4

Sensor de 16 canais:

E descrito aqui um sensor de 16 canais refinado e
melhorado, o gque prové o mesmo nivel de sensibilidade tal
como visto com um sistema de canal Unico (FIG. 121). Esse
protétipo portatil ¢é adequado para teste e avaliacdo
externa. Especificamente, isso permite a medicdo simultédnea
de 16 amostras usando um canal de recolhimento de luz. O
sensor consiste de um rotor que mantém 16 tubos de ensaio
horizontalmente, igualmente distribuidos em torno de sua
circunferéncia, e é acionado por um motor em torno do eixo

vertical. Um uUnico elemento de detecgdo de fétons fixado,
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nesse caso um PMT, ¢& posicionado na superficie plana do
rotor, logo adiante da rota dos tubos durante a rotacdo.
Desse modo, cada um dos tubos é, seqliencialmente e
respectivamente, posto em proximidade imediata ao PMT,
permitindo que a produgdo de luz seja amostrada em cada
passagem. Finalmente, um interruptor oético consistindo de
uma fonte o6tica (um LED infravermelho) e um detector (um
fototransistor) s&o usados para controlar a contagem de
fétons detectados e a reorganizacdo de dados em 16 campos,
cada um associado com uma amostra especifica.

Uma medicg&o Unica consiste de:

1. Preparar 16 amostras (e/ou controles) em tubos de
ensaio individuais;

2. Introduzir uma aliquota de células B em cada um dos
tubos usando qualquer um de uma variedade de métodos
incluindo, mas ndo limitado a, transferéncia manual,
transferéncia automdtica, cépsula ou pacotes de blister;

3. Carregar os tubos de ensaio em um rotor;

4. Localizar as células B no fundo dos tubos usando um
girador centrifugo rapido 5 (segundos) com forca centrifuga
relativamente alta (RCF) (~ 2000 g):

5. Reduzir a velocidade do rotor para uma faixa entre
10 e 120 rpm enquanto perdurar a medicdo (1-2 minutos),
cada tubo sendo amostrado uma vez por ciclo;

6. Gerar uma série de tempo de contagem de féton para
cada amostra para exibigdo e/ou entrada em um algoritmo de
computador para avaliacdo.

FORMATOS DE ENSAIO NAO CENTRIFUGO
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Outros formatos de ensaio que sdo compativeis com um
sensor portatil compacto tendo como alvo aplicacdes
clinicas, rapidas (“point-of-care”) e de posicionamento
avancado (“forward-deployed”) também sido descritas aqui. Em
geral, o objetivo durante a experimentacdo foi identificar
formatos que podem simplificar tanto o procedimento de
ensaio de CANARY e quanto o hardware requerido, enquanto
mantém tanto guanto possivel a velocidade e a
sensibilidade. Especificamente, o foco foi na
caracterizacdo do desempenho de procedimentos de ensaio
alternativo que podem reduzir ou eliminar as exigéncias das
etapas de centrifugagdo, Jj& que estas s&do atualmente as
principais responsaveis pelo consumo de energia e
complexidade industrial.

Un numero de aproxima¢gdes foi experimentalmente

avaliado visando formatos de ensaio que empregam
manipulacao de alvos ligados a superficie, canais
microfluidicos, montagens para mechas de material

absorvente, filtracdo ou captura por microesfera magnética.
O uso de montagens de fluxo lateral e captura por
microesferas magnéticas, entre outras coisas, sdo descritos
em maiores detalhes abaixo.

Métodos de manipulagdo fisica de particulas ligadas a
superficie (a.k.a. “pinhead”)

Essa é uma familia de métodos ndo centrifugos para
usar células B de CANARY inspirado por (e originalmente
testado usando) pinos planos comuns. Na pratica, o pino
plano pode ser substituido por qualquer superficie sélida

adequada que satisfaca 3 critérios béasicos: 1) a superficie
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ndao estimula fluxos de calcio de células B, 2) a superficie
€ capaz de receber e reter/ligar alvo de um modo que 1isso
nao altere a habilidade dos anticorpos em células-B de
CANARY de se ligar ao alvo ligado, e 3) a superficie ¢é
responsavel pela manipulagdo fisica que a coloca em contato
com uma camada de células B (células emissoras) na
superficie de um recipiente de reacdo. Geralmente, as
particulas a serem testadas podem ser coletadas no
"pinhead” a partir de amostras de ar ou liquidas por varios
meios (FIG. 122) e subseqientemente apresentadas a uma
aliquota de células B sedimentadas (FIG. 123); se a amostra
coletada inclui o antigeno para o qual as tais células
expressam anticorpos, um fraco sinal de luz pode ser gerado
e coletado por um lumindmetro sensivel.

Nos métodos centrifugos de CANARY, as particulas
incluindo (bactérias, virus ou toxinas) a serem testadas
sao localizadas em um local de amostra ou mediante a
colisdo de ar (como no BCAN) ou, no caso de amostras
liquidas, mediante uma pré-rodagem centrifuga longa (= 2
minutos), dureza (z 10 K RCF). (Qualquer uma dessas
preparagdes de amostra concentra efetivamente as particulas
em um pequeno volume préximo do local da amostra). As
células de CANARY sdo entdo introduzidas no volume de
amostra e, apdés uma breve (~ 5 segundos), leve (~ 500 RCF)
rodagem para distribuicdo de células, sdo conduzidas para o
local de amostra onde podem encontrar particulas.

Devido ao curto tempo que se leva para mover as
células B para a superficie da amostra, esses encontros

acontecem em um curto espago de tempo; a resposta luminosa
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resultante das células B é sincronizada criando um sinal
mais claramente identificdvel na forma de um padréao
reconhecivel de fétons detectados.

Os métodos de pinhead apresentam uma concentracao
similar de particulas e células B na, ou prdéxima da,
superficie: particulas a serem testadas s&o coletadas na
superficie (o pinhead) por varios meios, e essa superficie
€ manipulada fisicamente para uma camada fina de células B
arranjada previamente (gravitacionalmente sedimentada, pré-
rodada, ou crescida de forma aderente a uma superficie).
Isso resulta, novamente, em uma estimulacdo sincronizada de
células B, resultando em um sinal forte o suficiente.

A primeira avaliagdo experimental desses conceitos
consistiu de secar uma amostra de 2 pL contendo quantidades
conhecidas de simuladores antigénicos em pinheads e
introduzi-los nas aliquotas sedimentadas (por
centrifugacdo) de varias 1linhagens de células B (cada
linhagem sendo uma populagdo de células B que expressam
anticorpos a um agente conhecido ou simulador). Uma
resposta forte foi observada em casos mal combinados (FIG.
124 mostra uma resposta dose tipica).

A segunda avaliacdo experimental consistiu de coleta
eletrostidtica de esporos de Bs em um modo similar ao da
FIG. 122 (b) . Usando concentracgdes aproximadamente
similares de esporos de Bs no ar, uma velocidade de fluxo
de ar fixa e variacgdo do tempo de coleta, uma dose resposta
foi observada quando os pinos coletados foram introduzidos
a tubos contendo células B sedimentadas que expressam

anticorpos Bs (FIG. 125).
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Ensaio duplo de microesfera magnética

E descrito aqui um ensaio que tira proveito de dois
conjuntos de microesferas. Um conjunto é especifico para
células B de CANARY, enquanto que o outro conjunto &
especifico para um agente particular. Essas microesferas
especificas para agente podem ter uma afinidade geral para
uma classe de agente particular (por exemplo, bactérias
gram +/-, virus, proteinas, DNA, etc.) (vide, por exemplo,
o US2005/0118575 e patente U.S. N° Série 11/056,518, dos
quais os ensinamentos sdo incorporados aqui como
referéncia), ou podem ter atividade especifica para um
agente unico. Na FIG. 127, um ensaio de CANARY padrdo foi
realizado em paralelo com um ensaio duplo de microesfera.
Microesferas magnéticas especificas para Y. pestis foram
misturadas com uma série de diluicdes de agente Y. pesfis
por 5 minutos. Apds 5 minutos, as microesferas magnéticas
foram puxadas para o fundo do tubo de ensaio juntamente com
alguma Y. pestis ligada, e o sobrenadante foi removido.
Células B marcadas magneticamente foram adicionadas a
amostra e puxadas para o fundo do tubo. A localizacdo do
agente e de célula B com microesferas magnéticas forneceu,
até agora, sensibilidade similar aquela da centrifugacéo.

Formatos com material absorvente (“Wicking formats”)

E descrito aqui um ensaio de CANARY em dispositivos
que possuem materiais de filtro e materiais absorventes em
camadas para realizar transporte de amostra fluida e
localizacdo de antigeno sem centrifugacdo. A construcgéo

basica do dispositivo e ilustracodes mostrando sua
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habilidade para 1localizar particulas dimensionadas de
esporos é mostrada nas FIGS. 128 e 129.

A FIG. 130 mostra sinais de CANARY resultantes para os
ensaios centrifugos padrdes e ensaio de fluxo lateral
usando © mesmo agente e amostras de células. Esses e
outros experimentos mostraram que embora a as células B
possam ser usadas em ensaio de fluxo lateral, os niveis de
ruido de sinal tendem a ser mais baixos que um ensaio de
centrifugacao, desse modo, abaixando o LOD total. A
amplitude de sinal reduzida indica que esse formato é menos
efetivo ou na localizagdo de particulas de antigeno ou na
sincronizagdo de apresentacdo de células, na medida em que
elas atingem as particulas no material de filtro, ou ambas.
Niveis de base aumentados s3o também observados. Estes
variam na intensidade com diferentes materiais absorventes
e taxas de fluxo, e s&@o geralmente correlacionados com
materiais e taxas de fluxo espera-se resultar em estresse
mecédnico aumentado nas células B devido a adesdo de
superficie aumentada e forgas de cisalhamento do liquido.
Possiveis solug¢des incluem usar células B selecionadas para
alta resisténcia a estresse mecdnico, usar baixos niveis de
detergentes para diminuir o estresse por cisalhamento do
sistema, diminuir a espessura e tamanho da zona de captura
para assegurar que todos os antigenos capturados possam ser
vistos por células B, e diminuir o estresse perpendicular
(“sheer strees”) mediante a redugdo do comprimento da tira
de mecha de material absorvente. O dispositivo inicial usou
um filtro de 0,2 plL para captura mas pode ser combinado com

microesferas para capturar particulas menores que 0,2 pm.
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EXEMPLOS ADICIONAIS 5

Modalidades de Sensor de Bioaerossol de CANARY
automatizado

E descrita aqui a configuracdo de coleta de aerossol
por colisdo inercial com identificacdo CANARY em sensores
automatizados para demonstrar a coleta e identificacdo de
patdégeno carregado pelo ar em tempo tdo pequeno quanto 90
segundos. O tempo de resposta mais radpido atualmente
relatado por outros dispositivos automatizados de
identificacdo e coleta de biocaerossol é maior que 18
minutos, logo isso representa um melhoramento de mais de
uma ordem de magnitude comparado com o estado da técnica.
Duas modalidades com base nesses projetos, os sensores BCAN
e TCAN (FIG. 131) foram previamente construidos e testados,
e estdo descritos aqui materiais chave, métodos, e
dispositivos que sdo incorporados na préxima geracdo da
tecnologia de CANARY que foi chamada PANTHER (Analisador de
Patdégeno para Tratar Emissdes Ambientais, FIG. 131).

Detalhes chave da tecnologia central sdo descritos nas
figuras relacionadas (FIG. 131-137) e suas legendas e pode
ser resumido como segue:

1) Ar contendo particulas de aerossol para serem
analisadas ¢é puxado através de um disco de 4,75” de
didmetro com caracteristicas que conduzem e aceleram o
fluxo de ar através de 16 canais ou mais com geometrias que
fazem com que as particulas de aerossol arrastadas colidam
com a superficie do disco em areas bem definidas que sé&o

responsaveis pela conducdo da andlise de CANARY.



10

15

20

270/272

2) Células B de CANARY sdo armazenadas em uma placa em
16 ou mais aliquotas individuais que podem ser
automaticamente liberadas usando um numero de mecanismos
disponiveis e distribuidas por meio de um giro breve (menos
que 5 segundos) para cada local de coleta de aerossol.

3) O giro forga o contato entre as células B de CANARY
e particulas de aerossol coletadas e luz é emitida a partir
de qualquer uma das amostras que contém o patdégeno alvo de
células B de CANARY. O disco é transparente para o
comprimento de onda de luz emitido nas zonas de reacdo e a
luz emitida é coletada ¢é quantificada usando um
dispositivo de detecgdo de luz por contagem de féton (ex.
um tubo fotomultiplicador).

4) Discos multiplos como descritos acima sao
carregados em um dispositivo que prové o armazenamento,
transporte, processamento, e andlise de dados. A operacao
desse instrumento proverd coleta e andlise de patdégenos que
€ capaz de identificar patdégenos carregados pelo ar em
tempo t&o pequeno gquanto 90 segundos.

APENDICE

Definig¢des de Simbolo/Acrdnimo

AC corrente alternada

AFB Base da Forca Aérea

ATP Adenosina trifosfato

BAWS Sensor de Adverténcia de Agentes Bioldgicos
Bcl2111 Bcl2-tipo 11

Bmf Fator de modificagdo de Bcl?2

BoNT/A Neurotoxina Botulinica A

BoNT/A Hc Neurotoxina Botulinica A de cadeia pesada



CANARY

CCD
CDC

COTS

CPT

CRET

DC
DEP
DMSO
DNA
DoD
Ebs
EGFP
FcyRI
FMD

GADD4 58

GFP
GST
HA
HBSS

Hells

Hist1lHlc

HSF1
IFNy

LD50
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Analise Celular e Notificacdo de Riscos e
Produgdes de Antigenos

Dispositivo de carga acoplada

Centro para Controle de Doenca

Commercial of-the-shelf (software de
prateleira)

Tubo de preparacdo de célula

Transferéncia de energia de ressonancia
guimica

Corrente continua

Dieletroforese

Dimetilsulféxido

Acido desoxiribonucléico

Departamento de Defesa

Corpos elementares

Proteina fluorescente verde intensificada
Receptor Fc gama I

Doenca de pé-e-boca

Inibidor de crescimento em B indutiveis com
DNA danificado

Proteina verde fluorescente

Glutationa transferase

Hemaglutinina

Solugdo salina balanceada de Hanks

Helicase, linféide especifica

Histonal Hlc

Fator 1 choque-calor

Interferon gama

Dose letal 50 %
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LOD Limite de deteccéao

NiCd Niguel - c&dmio

PBS Tampdo fosfato salino

PCR Reacdo de cadeia de polimerase
Pdcdllgl Morte de célula programada 1 ligante 1
PMT Tubo fotomultiplicador

PST Tubo de separagdo de plasma

RCF Forca centrifuga relativa

RLU Unidade de luz relativa

TCA Acido tricloroacético

Tx-100 Triton X-100

USAMRIID Instituto de Pesquisas Médicas de Doencas

Infecciosas do Exército dos Estados Unidos
VEE Eqliinos encefaliticos venezuelanos
Enquanto esta invencgdo foi particularmente mostrada e
descrita com referéncia as modalidades preferidas da mesma,
deve ser entendido pelos especialistas no assunto, que
varias mudancas na forma e detalhe podem ser feitas aqui
sem se afastar do escopo da invengd3o englobado pelas
reivindicacdes anexas.
Os ensinamentos relevantes de todas as
referéncias, patentes e pedidos de patentes citados aqui

sdo incorporados por referéncia no seu todo.
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REIVINDICAGCOES

1. Método para detectar um antigeno soluvel em
uma amostra caracterizado pelo fato de compreender:

a) agregar uma célula emissora & amostra, onde a
célula emissora inclui um receptor e uma
molécula emissora que emite um féton em resposta
a 1ligagcdo de um antigeno alvo na amostra ao
receptor;

b) detectar uma emissdo de féton, sendo a emissao
de féton indicativa de um antigeno soluvel na
émostra.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato do antigeno soluvel ser um &acido
nucléico, uma toxina, um peptideo, um produto quimico, um
virus ou uma combinacdo destes.

3. Aparelho para detectar um antigeno soluvel
em uma amostra, caracterizado pelo fato do antigeno estar
ligado por um receptor em uma célula emissora, a referida
célula emissora compreendendo um receptor e uma molécula
emissora que emite um féton em resposta a ligacdo de um
antigeno alvo na amostra ao receptor, sendo que o aparelho
detecta a emissdao do féton, detectando conseqiientemente um

antigeno solivel em uma amostra.

4. Aparelho de acordo com a reivindicagéo 3,
caracterizado pelo fato do aparelho ser portatil
manualmente. »

5. Método para detectar uma particula alvo em

uma amostra de ar caracterizado pelo fato de compreender:

a) comprimir a amostra de ar em um substrato;
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b) agregar uma célula emissora ao substrato, onde a
célula emissora incluli um receptor e uma
molécula emissora que emite um féton em resposta
a uma particula alvo no receptor:;

c) detectar a emissdo de féton, sendo a emissdo de
féton  indicativa de uma particula alvo na
amostra de ar.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 5,
caracterizado pelo fato do substrato ser uma cabeca de
alfinete (minutsculo?).

7. Método de acordo com a reivindicacdo 5,
caracterizado pelo fato da célula emissora ser uma célula
B.

8. Método de acordo com a reivindicacado 5,
caracterizado pelo fato do receptor ser um anticorpo.

9. Método de acordo com a reivindicacao 8,
caracterizado pelo fato do anticorpo ser um anticorpo
antiimunoglobulina.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 5,
caracterizado pelo fato do receptor ser um receptor Fc.

11. Método de acordo com a reivindicacdo 5,
caracterizado pelo fato da particula alvo na amostra de ar
ser um produto gquimico, uma particula explosiva ou uma
particula bicldgica.

12. Aparelho para detectar uma particula alvo em
uma amostra de ar caracterizado pelo fato de compreender:

a) meios para comprimir uma amostra de ar em um
substrato, sendo a célula emissora agregada ao

referido substrato e na qual a referida célula
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emissora inclui um receptor e uma molécula
emissora que emite um féton em resposta a

ligagcdo de uma particula alvo ao receptor.

b) Meios para detectar a emissdo de féton, nos
quais a emissdo de féton é indicativa de uma
particula alvo na amostra de ar.

13. Aparelho de acordo com a reivindicacdo 12,

caracterizado pelo fato de que o aparelho ¢é portéatil

manualmente.

14. Método para detectar uma patogenia em

plantas caracterizado pelo fato de compreender:

preparar uma amostra de planta incluindo uma

a)
patogenia de planta;

b) agregar uma célula emissora & referida amostré
de planta, onde a célula emissora inclui um
receptor e uma molécula emissora que emite um
féton em resposta & ligagdo de uma patogenia em
planta em uma amostra ao receptor;

c) detectar a emissdo de féton, sendo a emissdo de
féton indicativa de uma patogenia em planta na
amostra.

15. Método para detectar uma patogenia em uma

amostra clinica, caracterizado pelo fato de compreender:

a)

b)

preparar uma amostra clinica para ser testada
quanto & patogenia;

agregar uma célula emissora & amostra, onde a
célula emissora inclui um receptor e uma

molécula emissora que emite um féton em resposta
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a ligagdo de wuma patogenia na amostra ao
receptor;
c) detectar a emissdo de fdéton, sendo a emissdo de
féton indicativa de uma patogenia na amostra.
16. Método de acordo com a reivindicacado 15,
caracterizado pelo fato da amostra clinica ser um esfregaco
nasal, uma amostra de urina, uma amostra de saliva ou uma
amostra de sangue.
17. Método de acordo com a reivindicacado 15,
caracterizado pelo fato de que a patogenia é uma bactéria,

um virus ou uma toxina.
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FUNDAMENTOS: ESTRATEGIA DE SENSOR CANARY

SiTIOS DE LIGAGCAO DE
ANTICORPOS

ANTICORPOS

Y

ANTICORPOS NAO-FIXOS Y
MOVEM-SE LIVREMENTE )% . 1
DENTRO DA MENBRANA DE -
PLASMA CRUZAMENTO DE ANTICORPOS RESULTA

SEM SINAL EM FLUXO DE CALCIO E EMISSAO DE LUZ

CELULA CANARY

FIG. 25

ESTRATEGIA: DETECGCAO DE DAN POR CANARY

OLIGONUCLEOTIDEO SINTETICO
CLASSIFICADO POR \

DNA ALVO DE AGENTE

DIGOXIGENINA (DIG) BIOLOGICO

SITIOS DE LIGACAO ™\,
DE ANTICORPOS :

ANTICORPOS

Y Y

CRUZAMENTO DE ANTICOROS RESULTA EM J

FLUXO DE CALCIO E EMISSAO DE LUZ

CELULA CANARY

ANTICORPOS DIGOXIGENINA E SEQUENCIAS GENTILMENTE CEDIDOS
POR DR. GEORGIOU, UNIVERSIDADE DE TEXAS EM AUSTIN




FIG. 26A 25/135

DNA PLASMIDIA CLASSIFICADO COM DIGOXIGENINA
(~1 Dig/20bp)

1,000,000 -

—P-1 ug/ml
—P-100 ng/m!
~——P-10 ng/mi
~—P-1 ng/ml
—P-100 na/ml
—Controle neg.

100,000 -
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1,000 -

100

10 ¢ . " . - - + ,
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FIG. 268 MARCADORES DE DAN COM PESO MOLECULAR

CLASSIFICADOS INTERNAMENTE COM DIGOXIGENINA
(~1 Dig / 200bp)

1,000,000 - = IMW-1 ug/ml
——IMW-100 na/ml
- Controle neg.
100,000 -
10,000 -
1,000 - ~
1
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FIG. 26C MARCADORcw v umiv wJM PESO MOLECULAR
CLASSIFICADOS NA EXTREMIDADE COM DIGOXIGENINA
1,000,000 - — EMW 1 ug/ml
—— EMW 100 ng/m!
~— EMW 10 na/mi
100,000 —Controle neg.
10,000
1,000 | T
100
10 - T
10 20 30 40 50 60 70 80
SEGUNDOS
FIG. 27A
CELULAS DE MEDIGAO DE DNA DIG-PLASMIDIA CENTRIFUGADAS ANTES DA
MEDICAO POR FOTON
1,000,000 w100 ng/mi
10 ng/ml
. -—1 ng/ml
——— 100 pg/mi
100,000 4 — 10 oa.mi
—n30 rotulado
10,600
1,000
100 -
10 20 30 0 80 60 7 80
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FIG. 27B
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——10 ng/m
— 1 ng/mi
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100,000 — 10 pg.m!
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——n&0 rotulado
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100

SEGUNDOS



27/135

FIG. 28
HIBRIDIZACAO DE 2 OLIGOS CLASSIFICADOS POR DIG
100,000 -5 pmole ofigo
— 1,3 pmole oligo
— 0,31 pmole oligo
~—— 0,08 pmole oligo
10,000 4 — Apenas buffer

— 10 pmole oligo, controle de células

1,000 -
100
10 ?
o 20 40 60 80 100 120
TEMPO (SEGUNDOS)
FIG. 29
DETECGCAO DE OLIGOS COMPLEMENTARES: TEMPO DE HIBRIDIZACAO
MUITO CURTO
[ ] l, I AMIAGALINWIE Gl
100,000 w5 pmoles
— 1,25 pmoles
===320 fmotes
=80 fmoles
10,000 - 20 frotes
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m— Memdria HYB
=
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x

100 | 38
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FIG. 30 28/135
DETECGCAO DE 5ug ssDNA (5 moles)

100,000 1 —1:1 0ligo:DNA

—1:2 oligo:DNA
—1:4 oligo:DNA
——1:16 oligo:DNA
—1:64 oligo:DNA
——1:128 oliao:DNA
—Apenas oligo
-—Apenas Buffer
=—1:4 {-) Feixe

10,000 4

1,000 -

100 -

10 ¥ v : v T y
] 20 40 60 80 100 120
TEMPO (SEGUNDOS)
FIG. 31
DETECGAO DE ssDNA
100,000 - __5ug (+) FEIXE
___500 ng (+) FEIXE
__50ng (+) FEIXE
__5ug (-) FEIXE
10,000 - __5ug (+) FEIXE , SEM OLIGO
1,000
100 -
10 : : T T T )
0 20 40 60 80 100 120

TEMPO (SEGUNDOS)
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EFEITOS DA TEMPERATURA DE HIBRIDIZAGAO NA
DETECGAO DE ssDNA EM PBS

10.000 4 03-26-04es 10,000
, 8,800
8,300
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g
g 6,000 - 0900
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u_:' 4,000 - i 3,500
2,000 -
0 T Y — T T
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FIG. 32B
EFEITOS DA TEMPERATURA DE HIBRIDIZA(;Z\O NA
DETEC(}AO DE ssDNA EM NaCl/TRIS
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04-07-0des 8900
8500
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g 5000
= -
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2,000 1 4540 ' 1300
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FIG. 33 30/135
ESTRATEGIA PARA SEDIMENTAGAO DE DNA

£ OLIGONUCLEOTIDEOS

% SINTETICOS 2
¥ COMPLEMENTARES PARA
% VISAGEM DE DNA

25;

7R

1 INCUBAR, LAVAR
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<

S

" CELULA CANARY :.

FIG. 34
RESPOSTA POR DOSAGEM AO ssDNA DIRIGIDO
AO NUCLEO
10,000 =4 fmoles
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AGENTE BLOQUEADOR ROCHE

9-20-08 KH
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FIG. 35
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ESTE GRAFICO DEMONSTRA A DETECGAO DE 100 cfu/mL (TESTE 5cfu/CANARY) DE RALSTONIA
SOLANACEARUM EM EXTRATO DE GERANIO USANDO O PROTOCOLO LISTADO ACIMA E
DEMONSTRADO ABAIXO

RALSTONIA EM EXTRATO DE GERANIO
100000
o 10000 — 10cfu/mL
] —103cfu/mL
0 = 10 2cfu/mL
= 1000 — 0 cfu/mL
_I - water control
(v d
100
10+ v v v v .
o 10 20 30 40 50 60
TEMPO (S)
FIG. 100

CORTE O CAULE NA BASE

DISPONHA EM

PINCE A AMOSTRA BASE

RECEPTACULO, REMOVA

. {FAZER A EXTRUSAO DA
AMOSTRA BASE DO PINCAMENTO

FIG. 101

CORTE ~1cm ACIMA DA BASE

DO CAULE

DISPONHA A BASE NO MEIO DE
EXTRSACAO
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VIRUS MOSAICO DA VAGEM AMARELA

10000 1

=50 ng/mL
-5 ng/mL
- 0.5 ng/mL
1000 —0 ng/mL

RLU/sec

100 ¥

10 v v Vi v v J
0

TEMPO ()

FIG. 102
ESTE GRAFICO DEMOMSTRA A DETECGAO DE 5ng/mL (TESTE 0,05 ng/CANARY) DE BYMV, UM
POTYVIRUS, USANDO O PROCESSO DE LIGAGAO POR CONTA DESCRITO ACIMA. ESTE METODO
PERMITE COLETA-DETECGCAO EM MENOS DE 7 MINUTOS.

APARELHO E PROTOCOLO PARA DETECGAO CANARY DE PATOGENOS DE FASE FLUIDA DE ORIGEM

SANGUINEA:
FASE FASE 2 FASE 3

TAMPA  —14,

COLAR ENCAIXADO

TUBO PST

v

SANGUE

INTEIRO PLASMA +

BACTERIA

QU ViRUS TUBO DE ENSAIO

CANARY

FIG. 103

SANGUE INTEIRO ALTERADO COM YERSINIA PESTIS

—o—Medium, 0 Yp/mL
10000 3 —Medium, 10 4 Yp/mL
=~ Medium, 10 3 Yp/mL
=o=Plasma, 0 Yp/mL
=—=Plasma , 104 Yp/mL
== Plasma , 10a Yp/mL

RLUs/second

50 €0

8

[ 10 0 *0

TEMPO (S)
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APARELHO E PROTOCOLO PARA DETECCAO CANARY DE PATOGENOS INTRACELULARES DE
ORIGEM SANGUINEA

SANGUE INTEIRO

—

=

v o

O DIAGRAMA A SEGUIR INDICA A POSIGAO DOS COMPONENTES POS-CENTRIFUGAGCAO

PLASMA, PBS, PATOGENOS

] €— | GLOBULOS SANGUINEOS

! D I{ — BRANCOS

-Gel

GLOBULOS SANGUINEOS VERMELHOS

FIG. 104

e

SANGUE INTEIRO ALTERADO COM Y. PESTIS PROCESSADO PARA
EXTRAGAO DE PATOGENOS INTRACELULARES

10000!
— Apenas médio
- -o=-0Yp
8 === 10%cfu Yp/mL
o
@ —e-103 cfu Yp/mL
@
3
(4
1005

TEMPO (S)

FIG. 105

O LIMITE PARA DETECGAO DE Y. PESTIS EM SANGUE INTEEIRO ALTERADO E 1000 cfu/MI
QUANDO A AMOSTRA DE SANGUE E PROCESSADA PELO METODO DESCRITO ACIMA PARA

OBTER PATOGENOS INTRACELULARES
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Padrao 062504 Ba

=== 50,000 cfu +20ul cel

== 50,000 cfu+20ul cel

5000 cfu +20ui cel.

= 5,000 cfu+20ut cel.
500 cfu+20ul cq)
500 cfu+20ul cel.

— 50 cfu+20ul cel

— 50 cfu+20ul ce!

—— Ngg +20ul cel

10

Tempo (seg.)

20 30 40

FIG. 106. Estrutura Ba com saida de 20ul de células. 50ul de amostra de Ba preparada em CO2(l) medida e
testada com 20ul de células B. Os resultados indicam baixos antecedentes e um LOD de 50 cfu Ba (n=2)




81/135

Spray de Célula B 062504 Ba: Numero de sprays necessdrios
Batelada BaDH4 6/22 4x(utilizada)

100000

10000
. 1000 == Neg+20ul cel

g = 50,000 cfu + 20ul cel -
0 e 50,000 cfu+ 1spray
E ewen 50,000 cfu+ 2spray

S —— 50,000 cfu+ 3spray

}2 100 ~— Neg + 2 spray

10
1 - v
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (seg.)

FIG. 107.Pulverizador de células Ba B. 50ul de amostra de Ba preparada em CO2(l) medida e testada com numeros
variados de pulverizadores de celulas Blas B. Os resultados indicam um aumento de antecedentes com 2
pulverizadores comparados a saida de 20ul de células. O niamero de pulverizadores n&o afeta o pico de intensidade

com 50,000 cfu Ba (n=1).
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FIG. 108. Estrutura Ba com um pulverizador de células de saida. 50ul de amostra de Ba preparada
em CO2(l) medida e testada com um pulverizadorl de células B. Os resultados indicam antecedentes
similares com 20ul de saida de células e um LOD de 5,000 cfu. 50 e 500cfu Ba mostram 50 % de
chance de detecgao (n=2)



83/135

SRR
== =0Q00
a88°299
$88833
8
5 - 8
I
13
g
g

Batelada BaDH4 6/24 4x
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FIG. 109. Estrutura Ba: detecgao de 500cfu Ba com 20ul de células B.. 50ul de amostra de Ba com 500cfu Ba
foi preparada em CO2(I) medida e testada com 20ul de células B. Os resultados indicam 100% de detecgao de
500cfu mesmo com maiores antecedentes do que a normalidade (n=3).
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FIG. 110. Pulverizador de células Ba B: detecgao de 500cfu Ba com 1 pulverizador de células B. 50ul de amostra
de Ba com 500cfu Ba foi preparada em CO2(l) medida e testada com um pulverizador de células B. Os resultados

indicam 50% de detec¢ao de 500cfu e antecedentes 2-3 vezes maiores (n

14).
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FIG. 111. Puilverizador de células Ba B: detecgao de 500cfu Ba com 1 pulverizador de células B e sem giro. 50ul de
amostra de Ba com 500cfu Ba foi preparada em CO2(l) medida e testada com um pulverizador de células B. As amostras
n&o foram giradas por 5§ segundos antes da leitura. Os resultados indicam nenhuma célula de interacdo com o agente

resultando em 0% de detecg¢do de 500cfu Ba (n=3).
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FIG. 112. Pulverizador de células Yp B: deteccdo de 500cfu Yp com 20ul de células B. 50ul de amostra de Yp com
500cfu Yp foi preparada em CO2(l) medida e testada com 20ul de células B. . Os resultados indicam antecedentes
tipicos e 100% de deteccao de 500cfu Yp (n=4).
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FIG. 113. Pulverizador de células Yp B: detecgao de 500cfu Yp com um pulverizador de células B. 50ul de amostra de
Yp com 500cfu Yp foi preparada em CO2(l) medida e testada com um pulverizador de células B. . Os resultados indicam um
pequeno aumento de antecedentes com 100% de detecgédo de 500cfu Yp (n=8).
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FIG. 114. Estrutura Yp: detec¢ao de 500cfu Ba com um 20ul de células B. 50ul de amostra de Yp com 500cfu Yp foi
preparada em CO2(l) medida e testada com 20ul de células B. Os resultados indicam 100% de detecgao de 500cfu com
antecedentes tipicos (n=7).
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deteccao de 500cfu Yp secas com um 20ul de células B. 5ul de amostra de

FIG. 115. Pulverizador de células Yp B

Yp com 500cfu Yp foi preparada em dH20, secadas durante a noite, e testadas com 20ul de células B. Os resultados

indicam 100% de detecgao de 500cfu Yp (n

10).



90/135

AB105-00N cmme
£81dS-BON e
Av1dS-BON e
£8JdS-BON wmee
£8IdS-BON axm
£8)0S-BON cvve
£81dS-0ON amme
£8I0S-OON e
[£21d5-008SAA NODDS weeee
|{eads-ooas a> NJO00G e
{e1ds-ooasdA NOOS

Ko1ds-0085 GA MDD wweer
Uerds-ooas dA N§O00S v
{21d5-0095 GA NIOOOG emaee
Ke1ds-0005 GA NOYOS emm
Kerds-00as AA NJINDS emees |
Kexds-00asAA NSODS e
{21ds-0025 AN NOYOG ceren

09

0s

(*bas V., oduia,

ov 0t 174 ol 0

A 4 " I F

0l

- 0001

00001

000001}

BAON Xb 500690 9-=pZdR zpPI33eg
0085 dX nJo00s 1HOE0LC 9 BTN[SO 8p Avids

-bas/ucjog

FIG. 116. Pulverizador de células Yp B: detec¢cdao de 500cfu Yp secas com um pulverizador de células B. 5ul de amostra

de Yp com 500cfu Yp foi preparada em dH20, secadas durante a noite, e testadas com um pulverizador de células B. Os

resultados indicam fundamentos maiores, mas 100% de detecgao de 500cfu Yp (n

10).
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FIG. 117. PROCEDIMENTO PARA EXPERIENCIA
DE IMPACTACAO DE CELULA B
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O RESERVATORIO DE CELULA B

CAMINHO AEROSOL

PONTO DE PERURAGAO

PARA
.BOMBEAR .

> D

FIG. 118 REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA TECNICA 4

» v

atm

FIG. 119. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA TECNICA 4

LEI DO GAS IDEAL
PV=nRT

Z
-
LAMINA SELADA

/
/

FIG. 120. REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA TECNICA 4
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* MONITORA 16 AMOSTRAS COM UM PMT
* A SENSIBILIDADE COMBINA SENSORES DE CANAL-
UNICO
* EQUIPAMENTO REFINADO PARA USO EM CAMPO

- CENTRIFUGAS SEPARADAS ELIMINADAS

- ADAPTADO PARA ENERGIA POR BATERIAS
*PASSAGEM DE AMOSTRA AUMENTADA

- ESTIMATIVA DE 100 AMOSTRAS POR HORA

FIG. 121. SENSOR PORTATIL DE 16 CANAIS

43 1

(a) (b) © )

FIG. 122
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DETALHAMENTO: COLEGAO ELETROSTATICA
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CONTAS MAGNETICAS Yp DUPLAS CONTAS MAGNETICAS Yp DUPLAS
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FIG. 127
AMOSTRA
. LINHA DE CAPTURA
02um

- MENBRANA HIDROFILICA

TECIDO DE AMOSTRA
DE FIBRA DE VIDRO

TECIDO DE PAVIO

VISTA LATERAL

FIG. 128

TECIDO DE

PAVIO -LINHA DE
CAPTURA

0.45-um

MANBRANA DE
CAPTURA

TECIDO DE AMOSTRA
DE FIBRA DE VIDRO

VISTA DE TOPO

FIG. 129



Ec (ENSAIO CANARY PADRAO)

97/135

FOTONS / SEGUNDOS

FOTONS / SEGUNDOS

— 50K Ec
—8xEc
100000 4 — 500 Ec
—c02)
10000 4
1800 4
109 4
10 v
a 10 20 30 @ 50
(a) TEMPO (SEG.)
Ba (ENSAIO PADRAO CANARY)
100000 ppror,
~1k Ba
—Cco2
10000
1000
100 oy -
° 10 20 30 40 80
TEMPO (SEG.)
(c)

ENSAIO DE PAVIO DE E. COLI

=500k E¢
~— 80k Ec
& 100000 —6kEc
8 - 500 Ec
S 10000 —cox
=
(4]
w
w
& 1000
=z
e
© 100
e
10
0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110
(b) TEMPO (SEG.)
ENSAIO DE PAVIO B. ANTRAX
100000 ~~10k Ba
72} ~8k Ba
8 €o2)
% 10000
(V]
w
7
2
9 1000 1
he)
w
160

(d)

FIG. 130

O 10 20 .30 4 &5 60 70 80 80 100 110
TEMPO (SEG))



98/135

DESENVOLVIMENTO PANTHER

ANALISADOR FITOGENICO PAR TRATAMENTO LIBERAGAO AMBIENTE .

PARNTER-JUNHO 2006

PARAMETROS  PANTHER-JUNHO 2006

SENSIBILIDADE 10 ACPLA

TEMPO DE RESPOSTA* =3 MINUTOS
NUMERO DE CANAIS 16 (mux > 30 agentes
RAZAO POSITIVA PULSO =0,05%
TAMANHO/PESO 4n3 < 90 Ibs

FORCA < 1kw, 120v

CUSTO MATERIAL/CANAL <25 CENTAVOS

OPERAGAO EM RECINTO FECHADO/ABERTO

“TEMPO DE RESPOSTA SAO PARA OPERAGAO NO MODO GATILHO
REDUZ 1 min PARA OPERACAO SEM GATILHO
FIGURA 131. SENSOR BIOAERESSOL AUTOMATICO CANARY

DISCO INTEGRADO DESENVOLVIMENTO CANARY

CANAL SIMPLES

* DESEMPENHO COLEGCAO AEROSSOL E FUNGCOES LI@ERACAO CELULAS
- MEDIDAS DE FLUXO PRELIMINAR E TESTES DE CAMERA COM
SIMULADORES COMPLETOS

- EXECUCAO DE PARTES EM MOLDES INJETADOS EM POLIPROPILENO
PARA TESTES FUTUROS

FIGURA 132. DISCO SENSOR BIOARESSOL AUTOMATICO CANARY EXECUTA COLEGCAO AEROSSOL E ESTOCA
CELULAS -B CANARY E FUNGOES DE ENTREGA
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CARACTERISTICAS DA COLEGAO AEROSSOL

e ALVO PARA ELIMINAR NECESSIDADE  PROTOTIPO DE MINTAGEM RAPIDA _

PARA O CONCENTRADOR PELO SAIDAS DE AR
AUMENTO DO VOLUME DE AMOSTRA ENTRADA DE AEROSSOL
- SE 10 ACPLA, 1 MIN. DE
AMOSTRAGEM A 25 Lpm COM 50% DE
EFICIENCIA

* FLUXO DE AR > 25 Lpm/CANAL

MEDIDO USANDO 250 w DE SOPRO

Frino e | JER— ENTRADA [ 7 PARTICULA-REDUZIDA

AR T DE i \ SAIDA DE AR

AEROSSOL

ILlpm

30 Lpm

DEPOSITO DE
PARTICULAS
FLUORECENTES
DE 1 um NAS
RANHURAS

1 pm PARTICULAS, PERFIL | #14

FIGURA 134. OTIMIZAGAO DA COLEGCAO AEROSSOL DO DISCO SENSOR BIOAEROSSOL
AUTOMATICO CANARY
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REGIAO DE LIBERAGAO DE CELULAS- MATERIALIZAGCAO EM

PLUG VISCOSO

romtooe _* LIGEIRO GIRO REMOVE SELO E LIBERA
CARREGAMENTODE ~ CELULAS

CELULAS - FUNCAO E COMPATIBILIDADE
SAIDA DE AR DEMONSTRADA PARA GRACHA A BASE DE
PoRTO DE INsErgio  SILICONE E GELEIA DE PETROLEO
DO SELO - A GELEIA DE PETROLEO E MENOS

DENSA QUE O REAGENTE CANARY, OS
ENSAIOS DOS SELOS APOS GIRO

SELO APOS
GIRO
(PETROLEO)

SELO ANTES DO GIRO
(ex. SILICONE QU A BASE
OE PETROLEO

PORTA VIiRUS

CAVIDADE DA
BOLHA

LOCAGAO DA
BOLHA

PAREDE DESEJAVEL

PERFURANTE

FIGURA 136.
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EXTRACAO DE POLIVIRUS DE UM TECIDO
DE PLANTA INFECTADO

POTIVIRUS INTACTO COM CRIPTOTOPO CAPTURA DA GOTA VIRUS ENCONTRADO COM
CRIPTOTOPO EXPOSTO

~  @-@

GOTAS DE POLISTERINE SAO ADICIONADAS PARA MACERAR O TECIDO DA
PLANTA;POTIVIRUS ENCONTRA QUASE INSTANTEAMENTE COM A GOTA

VANTAGENS DO USO DE CAPTURA DE GOTA:

* EVENTO FORCADO EXPOE O CRIPTOTOPO RECONHECIDO PELAS CELULAS B
* GOTAS FORCADAS AUMENTAM SENSIBILIDADE DE TESTE CANARY POR
PERMITIR DE OUTRA MANEIRA VIRUS NAO SENDIMENTAVEL PARA SER
CONCENTRADO DENTRO DE UM PELET

' * PELO USO DE GOTAS MAGNETICAS, O VIRUS PODE SER PUXADO PARA FORA
DO TESTE POTENCIALMENTE - INTERFERINDO RESTO DE PLANTA
*VIRUS BOLHA-FORGADA E REALMENTE DETECTADO NO TESTE CANARY

FIG. 156
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PREPARACAO PARA TECIDO DE PLANTA FITOPTORA-
INFECTADA

AMOSTRA DE TESTE DE TECIDO DE PLANTA MACERADA INCUBADA
. POR 15 MINUTOS COM GOTAS MAGNETICAS COBERTAS COM
ANTICORPO-ANTI-FITOPTORA

L} 1
TRANSFERIDOR DE GOTAS PARA TESTE MEDIO
.
'

CANETA DE AMOSTRAGEM
MAGNETICA

|GOTAS MAGNETICAS EM AMOSTRA DE TECIDO COMPLEXA—l GOTAS COLETATDAS NA PONTA MAGNETICA l

e INSIRA CANETA DE AMOSTRAGEM DENTRO DA AMOSTRA PARA COLETAR
BOLHAS-FORCADAS COM MUCELIA FITOPTORA

® TRANSFIRA GOTAS PARA TUBO LIMPO CONTENDO TESTE MEDIO CANARY

e PROCEDA COM TESTE CANARY PADRAO PARA TESTAR PRESECA DE
FITOPTORA NA AMOSTRA DE TESTE

FIG. 157A

DETECCAO DE FITOPTORA POR CANARY

DOSE RESPOSTA DE FITOPTORA INFESTANS EXTRATO DE BULBO DE BATATA DISSEMINADO-
FITOPTOTA INFESTANS
1600000y
100001
100000}
]
1

] (I 0 30 40 $0 10 20

30 40 50 &0
Time (sec) Time (sec)
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RESUMO

RN

METODO E APARELHO PARA DETECTAR ANTIGENO SOLUVEL, METODO E

- APARELHO PARA DETECTAR PARTICULA ALVO 'E METODO PARA

IDENTIFICAR .UMA PATOGENIA EM PLANTAS

A presente invencdo refere-se a métodos para a

deteccgéao de particdlas alvag, tais como patogenias,

antigenos soluveis, Aacidos nucléicos, toxinas, produtos
quimicos, patogenias de piantas, patogenias de transmisséo
sanguinea, baétérié, virﬁé“e >similares.A A invencaéao
descreve ainda uma célula emiSSOra que compreende um
receptor, sendo que o receptor pode ser um énticorpo\ou
receptor Fc, e uma molécula -emissora para detectar uma
particula aivo em uma:amoStra onde a particula alvo a ser

detectada. é ligéda por um ou mais receptores a céiula

remissora. = Sa3o descritos ainda aparelhos . sensores

opticoeletrénicos para detectar uma particula alvo em uma

amostra, incluindo em uma pluralidade de amostras.
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